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1. Resumen

Desde hace unos afios se estd estudiando el efecto en el proceso fermentativo de la
coinoculacion de Saccharomyces cerevisiae con otros microorganismos como levaduras no-
Saccharomyces o0 bacterias lacticas, prestando atencién a aspectos como la competencia
entre los diferentes microorganismos y las modificaciones sobre el producto final.

Aureobasidium pullulans, un hongo con una interesante actividad enzimética, esta presente
de manera natural en suelos de las zonas templadas del planeta. Es competidor natural de
microorganismos como Botrytis cinerea, Erwinia amylovora o Penicillium sp., siendo aplicado
en algunos casos como tratamiento preventivo en vifiedo y otros cultivos de frutales. Se
desarrolla en la pruina de la uva y puede aparecer en el mosto recién extraido y permanecer
durante los primeros dias de la fermentacion.

En el presente trabajo se estudia la interacciébn entre Saccharomyces cerevisiae y
Aureobasidium pullulans en la fermentacién de mosto de uva, evaluando en primer lugar la
cinética fermentativa en un mosto concentrado y posteriormente, la fermentacion en mosto
de la variedad Verdejo, analizando al finalizar el vino obtenido y la produccién de aromas.

Abstract

For some years now, the effect on the fermentative process of the coinoculation of
Saccharomyces cerevisiae with other microorganisms such as non-Saccharomyces yeasts or
lactic bacteria has been studied, paying attention to aspects such as competition between the
different microorganisms and changes in the final product.

Aureobasidium pullulans, a fungus with an interesting enzymatic activity, is naturally present
in soils of the temperate zones of the planet. It is a natural competitor of microorganisms such
as Botrytis cinerea, Erwinia amylovora or Penicillium sp., being applied in some cases as a
preventive treatment in vineyards and other fruit crops. It develops in the bloom of the grape
and can appear in the freshly extracted must and remain during the first days of fermentation.

In the present work, the interaction between Saccharomyces cerevisiae and Aureobasidium
pullulans in the fermentation of grape must is studied, evaluating firstly the fermentation
kinetics in a concentrated must and later, the fermentation in must of the Verdejo variety,
analyzing at the end of the wine obtained and the production of aromas.
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2. Introduccioén

La fermentacion alcohdlica es el proceso por el que las levaduras transforman el mosto de
uva en vino. Consumen los azucares del mosto y liberan etanol y didxido de carbono, ademas
de numerosos metabolitos secundarios que aportan diversas cualidades organolépticas (Liu
et al., 2016). Ademés de levaduras, al inicio de la fermentacion existen en el mosto gran
cantidad de microorganismos (levaduras no-Saccharomyces, mohos, bacterias, etc.) que
compiten por establecerse en el medio (Barata et al., 2012a).

La mayoria de los microorganismos que pasan de la naturaleza al mosto residen en la pruina,
la capa cérea que recubre las uvas (Lorenzini et al., 2019). Se ha estudiado la poblacion
microbiana de las uvas y se ha observado que la variedad de microorganismos y su
abundancia depende del estado fenoldgico, de la sanidad del racimo y de la disponibilidad de
nutrientes. Se han encontrado levaduras basidiomicetas (Cryptococcus spp., Rhodotorula
spp. Sporobolomyces spp.), levaduras ascomicetas oxidativas (Candida spp., Hanseniaspora
spp., Metschnikowia spp., Pichia spp.), levaduras peligrosas para la calidad del vino
(Zygosaccharomyces spp., Torulaspora spp.), bacterias acéticas (Gluconobacter spp.,
Acetobacter spp.), hongos filamentosos (Botrytis cinerea, Aspergillus spp.), levaduras
fermentativas (Saccharomyces cerevisiae) y hongos yeast-like (Aureobasidium pullulans)
(Barata et al., 2012a).

La presencia de hongos filamentosos, especialmente aquellos mas infecciosos, como Botrytis
y Penicillium, afecta a la estructura de la comunidad de levaduras (Nisiotou et al., 2007a) y
pueden estar presentes en el mosto, afectando a la calidad de los vinos producidos,
provocando alteraciones en la fermentacion e incluso llegando a pararla en los casos mas
graves (Nisiotou et al., 2007b). En muchas ocasiones, el desarrollo de estos microorganismos
infecciosos se ve beneficiado por dafios fisicos en las bayas y por las condiciones
meteoroldgicas, provocando infecciones mayores, desaparicion de comunidades microbianas
e incluso podredumbre del racimo. (Nisiotou et al., 2007b).

2.1. Aureobasidium pullulans

El microorganismo objeto de este estudio es Aureobasidium pullulans, un hongo yeast-like
saprofito, de los mas extendidos y adaptados a nivel mundial, con una extrema variabilidad e
inestabilidad genética. Esto supone que podamos encontrar una gran variabilidad morfolégica
entre cepas (Schena et al.,, 1999). También le permite adaptarse a un gran nimero de
situaciones para reducir el estrés al que se ve sometido (Gostin¢ar et al., 2008).

La presencia y utilidad de A. pullulans ha sido estudiada en varias investigaciones. Se ha
encontrado en uvas marchitas y afectadas por otros microorganismos (Barata et al., 2012b),
pudiendo en muy escasas ocasiones causar podredumbre en las uvas por si mismo (Lorenzini
et al., 2015). También es muy comun en la filosfera y carposfera de cultivos hortofruticolas y
tiene una potencial accién de defensa frente a hongos fitopatégenos (Barata et al. 2012;
Rathnayake et al., 2018), como Botrytis cinerea, que es responsable de disminuir la
produccion y calidad cuando causa podredumbre en los racimos (Don et al., 2020).

Dicha capacidad de defensa ha sido evaluada en numerosos estudios, comprobando que
generalmente es debida a que ocupa el nicho de otros microorganismos perjudiciales,
compitiendo por el espacio y los nutrientes (Nisiotou et al., 2007a; Pantelides et al., 2015).
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Dado que se ha comprobado que los beneficios de A. pullulans en la defensa contra
microorganismos perjudiciales son mayores a los escasos inconvenientes que podria
presentar (Schena et al., 1999), lleva un tiempo siendo utilizado como herramienta
biotecnoldgica en la lucha contra enfermedades de vifiedo y otros cultivos frutales (Don et al.,
2020), con el inconveniente de que a diferencia de los productos quimicos fitosanitarios, debe
implantarse y prosperar en la superficie de las plantas para resultar efectivo (Bozoudi et al.,
2018).

Ademés de por su utilidad en la lucha contra enfermedades de vifiedo, A. pullulans destaca
por su capacidad de producir diferentes enzimas, sideréforos y pululanos (Chi et al., 2009).
Para el presente trabajo vamos a centrarnos en una enzima concreta, la B-glucosidasa.

2.2. Actividad enzimatica. B-glucosidasa

La B-glucosidasa es una enzima del grupo de las glucosidasas, encargadas de catalizar la
hidrdlisis de enlaces glucosidicos. Concretamente, la B-glucosidasa escinde los enlaces B-
glucosidicos en disacaridos o moléculas sustituidas con glucosa, actuando sobre los enlaces
B1->4 (Jeng et al., 2011).

En el vino, parte de los compuestos aromaticos que definen su perfil organoléptico estan
inmovilizados, unidos a azlcares formando glucésidos. Estos compuestos definen el caracter
varietal de los vinos, habitualmente con aromas frutales, florales o vegetales. La B-
glucosidasa es capaz de aumentar la proporcion de estos compuestos en el vino, al liberarlos
rompiendo los enlaces glucosidicos (Fernandez-Pacheco et al., 2021).

Dado que la actividad B-glucosidasa de S. cerevisiae es practicamente inexistente, al terminar
la vinificacion, parte de los glucdsidos ain permanecen en el vino, sin aportar aromas (Villena,
2005; Zhu et al., 2014).

Se ha estudiado la forma de incrementar la cantidad de 3-glucosidasa disponible en el mosto
o en el vino para liberar compuestos aromaticos (Kang et al., 2012). Ciertas variedades tienen
de manera natural mayor concentracion de terpenos, como Moscatel, Riesling,
Gewdrztraminer, Macabeo, Airén y Albarifio, por lo que pueden ver mas incrementados los
aromas que oftras variedades al utilizar la B-glucosidasa. Variedades como Verdejo o
Sauvignon blanc tienen baja concentracién de terpenos, mientras que en otras como
Chardonnay es practicamente nula (Villena et al. 2007).

Autores como Zhu et al. (2014), han extraido B-glucosidasa de cepas de Aspergillus oryzae
y Aspergillus niger, y han estudiado la modificaciébn aromatica que producia en vinos de
Cabernet sauvignon. Consiguieron un incremento significativo en los siguientes compuestos:
formiato de 3-metil-1-butanol, 3-pentanol, furfural, acido 3-metil-butanoico, acido 2-metil-
butanoico, éster etilico del acido 3-hidroxibutanoico, acido hexanoico, éster etilico del acido
hexanoico, alcohol bencilico, acido octanoico, éster etilico de acido octanoico y éster etilico
del acido dodecanoico. Al analizar sensorialmente los vinos se determiné que la intensidad
aromatica era mas alta.

Se ha estudiado la utilizacién de B-glucosidasa comercial inmovilizada en perlas de alginato
de sodio en vinos acabados. Aumenté la cantidad de compuestos aromaticos terpénicos en
el vino y su intensidad aromatica, ademas de que se pudo redutilizar la enzima inmovilizada
siete veces sin apenas pérdida de actividad enzimatica (Fernandez-Pacheco et al., 2021).
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En el estudio de Villena et al. (2007) comprobaron que algunas levaduras no-Saccharomyces
son capaces de producir B-glucosidasa y liberarla en el mosto, aumentando la cantidad de
terpenos en el vino final. Destacan Debaryomyces pseudopolymorphus, Hanseniaspora
uvarum, Candida oledfila, Debaryomyces polymorphus y Brettanomyces spp, siendo la
primera la mayor productora de enzimas B-glucosidasa. Estas levaduras estan siempre
presentes durante las primeras etapas de la fermentacion, pero debido a las condiciones
extremas del mosto (pH bajo, altas concentraciones iniciales de azlcar, conversion en etanol,
adicion de anhidrido sulfuroso como antioxidante, condiciones anaerdbicas), solo las
levaduras mejor adaptadas sobreviven hasta el final del proceso de vinificacion;
Saccharomyces cerevisiae desplaza gradualmente a otras levaduras hasta imponerse sobre
las demas (Villena, 2005).

Otros autores han inoculado A. pullulans junto con S. cerevisiae en mosto y estudiado sus
efectos. Por un lado, se ha comprobado que A. pullulans es capaz de sobrevivir en el mosto
en las primeras etapas de la fermentacion, pero puede tener un efecto antagénico sobre las
levaduras a través de competencia por metales como Fe y Zn (Onetto et al., 2020). Por otro
lado, se ha conseguido una mejora de color y reducciéon de turbidez en vino tinto de la
variedad Malbec, junto con un aumento de compuestos arométicos como terpenos (Merin et
al., 2018).
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3. Justificacidn y objetivos

Estudios previos realizados en el laboratorio de microbiologia de la Escuela Técnica Superior
de Ingenierias Agrarias de Palencia (ETSIIAA), donde aislé esté microorganismo en mosto
recién estrujado, demuestran la capacidad de A. pullulans de producir enzima 3-glucosidasa,
asi como otras caracteristicas de interés enoldgico (De la Higuera, 2022).

El objetivo de este estudio es evaluar el desarrollo de la fermentacion alcohdlicay la influencia
en el vino final al coinocular S. cerevisiae y A. pullulans. Para esto se plantean los siguientes
objetivos:

- Estudio del comportamiento fermentativo en mosto concentrado:
e Coinoculacion simultanea de S. cerevisiae y A. pullulans.
e Coinoculacién secuencial, inoculando en primer lugar A. pullulans y 48 horas
después S. cerevisiae.
- Estudio en mosto Verdejo:
¢ Inoculacion secuencial de A. pullulans y S. cerevisiae y seguimiento de la
fermentacion.
e Estudio de las caracteristicas finales del vino fermentado.
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4. Material y métodos

4.1. Microorganismos

4.1.1. Aureobasidium pullulans
Se han utilizado nueve aislados procedentes de uva de la variedad Tempranillo, vendimiada
en Pesquera de Duero en 2021. Estos microorganismos se aislaron en un estudio previo en
el laboratorio de microbiologia de la ETSIIAA. Cada muestra se ha identificado
numéricamente del 1 al 9.

4.1.2. Saccharomyces cerevisiae
Para realizar la fermentacidén del mosto en las diferentes vinificaciones de este estudio se ha
empleado la cepa WAM de la casa comercial Lallemand. Esta cepa de S. cerevisiae
procedente de la D.O. Rueda fue aislada en la ETSIIAA en 1998. Nos referiremos a ella como
WAM en este estudio.

4.1.3. Conservacion y cultivo de los microorganismos
Los microorganismos utilizados en el estudio se mantuvieron en tubos con medio YPD sélido
a 4°C para su conservacion. Antes de su inoculacion en el mosto se sembraron en placas de
Petri en medio YPD para disponer de un stock de microorganismos al que recurrir en cada
siembra. Los aislados 1, 4, 5, 6 y 9 mostraron un mayor crecimiento que los demas.

Figura 1. Crecimiento de A. pullulans en medio YPD

4.1.4. Multiplicacién y cuantificacion de los microorganismos

Antes de inocular los matraces con los microorganismos, se multiplicaron en tubos de ensayo
estériles con medio YPD liquido durante 48 horas a 26°C. Para determinar la concentracion
de microorganismos e inocular cada matraz con la concentracién deseada, se empleé la
técnica de turbidimetria. Este método consiste en determinar la turbidez de una serie de
patrones de sulfato de bario a una longitud de onda de 600 nm empleando un
espectrofotémetro (Thermo Scientific UV-Vis Genesys™ 150). Al medir la turbidez del
medio YPD liquido donde se han multiplicado los organismos, se estima el numero de
unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/mL) de la muestra para calcular el volumen
necesario a inocular en cada matraz.
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4.2. Medios de cultivo

4.2.1. Medio YPD agar
El medio YPD (Yeast extract-Peptone-Dextrose o extracto de levadura-peptona-dextrosa)
sélido es un medio de cultivo de microorganismos. Se utiliz6 para crear un stock de los
microorganismos utilizados en el estudio.

Extracto de levadura 10 g/L
Peptona 20 g/L
Glucosa 20 g/L
Agar 15 g/L

Se esterilizd en autoclave a 121°C durante 15 minutos antes de repartirlo en placas Petri
estériles en la cabina de flujo laminar, para evitar contaminaciones.

4.2.2. Medio YPD liquido
Medio muy similar al anterior con la diferencia de no contener agar, lo que lo mantiene liquido.
Se utiliz6 en tubos de ensayo para multiplicar los microorganismos inoculados en los
matraces para las vinificaciones.

Extracto de levadura 10 g/L
Peptona 20 g/L
Glucosa 20 g/L

Se esterilizé en autoclave a 121°C durante 15 minutos antes de repartirlo en tubos de ensayo
estériles en la cabina de flujo laminar, para evitar contaminaciones.

4.2.3. Medio B-glucosidasa

El medio B-glucosidasa se emplea para detectar la presencia de actividad B-glucosidica. Si el
medio alrededor de las colonias formadas toma una coloracién oscura significa que existe
actividad de B-glucosidasa. Dado que A. pullulans tiene dicha actividad y S. cerevisiae no, se
puede emplear para detectar la presencia o ausencia de dicho microorganismo. La coloracién
oscura es debida a que la enzima [3-glucosidasa hidroliza la arbutina del medio, liberando una
qguinona que reacciona con el hierro presente por la adicion de cloruro férrico. (Baffi et al.,
2013).

Arbutina 0,5% (p/v)
Extracto de levadura 0,1 % (p/v)
Agar 2 % (p/v)
Solucién de cloruro férrico al 1% 2 % (p/v)

Se esterilizd en autoclave a 121°C durante 15 minutos antes de repartirlo en placas Petri

estériles en la cabina de flujo laminar, para evitar contaminaciones.
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4.2.4. Mosto concentrado
El mosto concentrado se diluyé con agua destilada y se acidificé con acido tartarico para
ajustar el pH. Se analiz6 el pH mediante un pH-metro (BASIC 20, CRISON) y el grado
probable con un refractometro de mano (ATAGO, Hand refractometer ATC-1).

Tabla 2. Analitica mosto elaborado a partir de mosto concentrado.

Analitica Valores
pH 3,63+0,1
Grado probable 20 £ 0,2 °Brix

4.2.5. Mosto Verdejo
Mosto de la variedad Verdejo de la aflada 2020, que fue desfangado y sulfitado a 30 mg/L
antes de su conservacion en camara de congelacion. Se analiz6 el pH y el grado probable
tras descongelar y esterilizar.

Tabla 3. Analitica mosto elaborado a partir de mosto de la variedad Verdejo.

Analitica Valores
pH 3,69+0,1
Grado probable 23,2 £ 0,2 °Brix

4.3. Microvinificaciones
Todas las vinificaciones realizadas en este estudio han sido elaboradas en el laboratorio
microbiologia de la ETSIIAA.

4.3.1. Coinoculacién simultanea
En la primera parte experimental de este estudio se han utilizado los nueve aislados de A.
pullulans junto con la S. cerevisiae (WAM) en coinoculacion simultdnea en mosto
concentrado, usando como microvinificacién control el mosto inoculado sélo con la WAM.
Cada ensayo se hizo por triplicado, teniendo en total 30 matraces. Cada matraz se cerré con
valvulas Miiller, para poder valorar el desprendimiento de CO. durante la fermentacion.

El mosto concentrado se repartio en los matraces de 100 mL. Cada matraz se llen6 con 50
mL de mosto y se esterilizd en autoclave.

Figura 4. Matraces de 100 mL cerrados con valvulas Miller

Los matraces se inocularon con A. pullulans y S. cerevisiae (WAM) en cabina de flujo laminar
para evitar contaminaciones. Ambos microorganismos se inocularon a una concentracion de
10® UFC/mL cada uno.
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Se pes6 cada matraz y se llevaron a la estufa a 21°C, para llevar a cabo la fermentacion a
temperatura controlada. El seguimiento de la fermentacion se realizé pesando diariamente
cada matraz.

La fermentacidn se considero finalizada a los 11 dias de la siembra. Se guard6 a -20°C una
muestra de cada matraz en tubos Eppendorf para medir la concentracion de glucosa residual.

4.3.2. Coinoculacién secuencial
La segunda parte experimental fue muy similar a la primera. Nuevamente se utilizaron los
nueve aislados de A. pullulans y la S. cerevisiae (WAM) por triplicado en 30 matraces de 100
mL llenados con 50 mL del mismo mosto proveniente de mosto concentrado. Se inocularon
a una concentracion de 10® UFC/mL cada uno.

En esta ocasion, la inoculacion de microorganismos se realizé secuencialmente. Primero se
sembraron los nueve aislados de A. pullulans por triplicado en 27 matraces. Se taparon con
las vélvulas Miller y se dejaron incubar 48 horas en estufa a 21°C. Tras este tiempo, se
realiz6 una siembra en estria de cada matraz en placas de medio B-glucosidasa para
comprobar la presencia de A. pullulans en el mosto tras este tiempo. A continuacion, se
inoculd S. cerevisiae en los matraces anteriores mas otros tres como control en los que sélo
se inocula S. cerevisiae. Al igual que en el primer ensayo, los matraces se incubaron en la
estufa a 21°C y se pesaron los 30 matraces a diario para cuantificar el desprendimiento de
CO:a..

A los 18 dias se consideré acabada la fermentacion. Se guardo a -20°C una muestra de cada
matraz en tubos Eppendorf para medir la concentracion de glucosa residual.

4.3.3. Mosto Verdejo
En la tercera parte experimental se utlizaron dos de los nueve aislados iniciales,
seleccionados tras evaluar los resultados en los anteriores experimentos.

Se inocularon los aislados 4 y 6 por duplicado en matraces estériles con 300 mL de mosto de
uva de la variedad Verdejo de la aflada 2020 a una concentracion de 10® UFC/mL. Se cerraron
los matraces con algodén y aluminio y se dejaron incubar a 21°C en la estufa.

Tras 48 horas se extrajo una muestra de cada matraz para guardar a -20°C y se sembré en
estria en placas de medio B-glucosidasa. Se sembraron los cuatro matraces y dos nuevos
gue servirian como control con S. cerevisiae (WAM). Como seguimiento, dos veces por
semana se extrajo una muestra de cada matraz y se guardé a -20°C para el posterior analisis
de glucosa/fructosa, y se sembré en estria placas de medio 3-glucosidasa, para detectar el
momento en el que A. pullulans deja de estar presente.

Tras 18 dias desde la siembra de la levadura, se declaré el final de fermentacion y se
realizaron analiticas basicas, andlisis de glucosa/fructosa y perfil aromatico.
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4.3.4. Andlisis quimicos
Todos los andlisis realizados en este estudio han sido realizados en el laboratorio de
microbiologia de la Escuela Técnica Superior de Ingenierias Agrarias de Palencia, excepto el
andlisis de aromas de las muestras de vino Verdejo, que fue realizado por el Laboratorio de
Técnicas Instrumentales de la Universidad de Valladolid, en el edificio de 1+D del Campus
Miguel Delibes.

e Grado alcohdlico probable

El grado alcohdlico probable de los mostos de partida se determindé por el método
refractométrico (ATAGO, Hand refractometer ATC-1), método indirecto con el que se
determina la concentracion de azucares mediante el indice de refraccion. Los resultados se
expresan como grado alcohdlico probable % vol.

e Acidez total

Se empled el método potenciométrico, en el que se lleva la muestra a pH 7 con una solucién
de NaOH 0,1 N. (OIV-MA-AS313-01). La acidez total se expresa en g/L de acido tartarico.

° pH

Se determin6 con un pHmetro (BASIC 20, CRISON), basado en la diferencia de potencial
entre dos electrodos sumergidos en la muestra de estudio. (OIV-MA-AS313-15).

e Grado alcohdlico

Se determiné por ebullometria, utilizando un ebullémetro (GAB). Este método se fundamenta
en la notable diferencia entre los puntos de ebullicion del agua (100°C) y el alcohol (78°C).
Los resultados se expresan como grado alcohdlico % vol.

e Azlcares reductores

Se utilizé el método Rebelein, basado en la oxidacion de los azlcares residuales del vino
mediante una disolucion divalente de cobre, en medio alcalino y en ebullicion. (OIV-MA-
AS313-012). El resultado se expresa en g/L de azucar residual.

e Acidez volatil

Se determiné por el método de Garcia Tena, basado en la separacion directa o parcial del
vino de una fraccién del acido acético contenido en él y posterior valoracion con NaOH 0,01
N. (OIV-MA-AS313-02). La acidez volétil se expresa como g/L de acido acético.

e Glucosa/fructosa. Método enziméatico

El contenido en glucosa y fructosa de las muestras fue analizado en el Laboratorio de
Técnicas Instrumentales (LTI) de la ETSIIAA. Se utilizé el kit de ensayo D-Fructosa / D-
Glucosa de Megazyme y un espectrofotémetro de microplaca Multiskan™Go (Thermo-
Scienctific). El contenido en glucosa y fructosa se puede determinar midiendo la absorbancia
de las muestras tratadas con el kit enzimatico (Charnock et al., 2006).
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4.3.5. Aromas
Las muestras recogidas en el ensayo con mosto Verdejo fueron enviadas al Laboratorio de
Técnicas Instrumentales (LTI) del Edificio 1+D del Campus Miguel Delibes de la Universidad
de Valladolid. Las muestras fueron enviadas en tubos Falcon de 50 mL.

La técnica utilizada fue cromatografia de gases con un detector de masas. Las areas
obtenidas se han estandarizado utilizando un patrén interno, afiadido en cada ensayo para
eliminar las diferencias en la cantidad analizada. Se us6é como patron interno 2-octanol. Se
ha calculado el area relativa de cada compuesto dividiendo el area del pico de cada
compuesto entre el area del compuesto de referencia, 2-octanol, para poder tratar
adecuadamente los resultados. Como cada vinificaciébn se realiz6 por duplicado se ha
realizado la media entre ambas vinificaciones.

4.3.6. Tratamiento estadistico de datos
Para el tratamiento estadistico de los datos se realizé un andlisis de varianza (ANOVA)
mediante el programa Statgraphics Centurion 19-X64. EI ANOVA permite determinar si
existen diferencias significativas (p<0,05) entre las varianzas de las diferentes muestras. Para
el analisis de los aromas entre las distintas vinificaciones de Verdejo se ha realizado un
andlisis de componentes principales (PCA).

5. Resultados

5.1. Microvinificaciones en mosto concentrado

Con el objetivo de evaluar la interaccion con S. cerevisiae y el efecto fermentacién de A.
pullulans, se ha estudiado su permanencia en el mosto, la cinética fermentativa y la glucosa
residual en el vino final.

En la figura 5 se muestra representada la cinética de fermentacion alcohdlica del ensayo de
coinoculacion simultdnea, donde se observa que todos los aislados siguieron un desarrollo
muy similar. Se confirma estadisticamente que no hay diferencias significativas en cinética
fermentativa entre los diferentes aislados en ninguna de las etapas ni en comparacién con la
inoculacion Unica de WAM.

Esto indica que la presencia de A. pullulans cuando se inocula al mismo tiempo S. cerevisiae
no afecta a la cinética fermentativa. Podemaos suponer que A. pullulans no ha sido capaz de
desarrollarse al ser inoculada simultaneamente junto a una levadura tan dominante como es
S. cerevisiae (Onetto et al., 2020).
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Figura 5. Desprendimiento de CO:2 (g/L) durante el proceso de fermentacion de los mostos coinoculados simultdneamente con A. pullulans y S. cerevisiae
(WAM) y el control con S. cerevisiae (WAM). Los datos fueron tomados por triplicado.
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En el experimento de coinoculacion secuencial se quiso comprobar la implantacion y
permanencia de A. pullulans en el mosto antes de la inoculacién de S. cerevisiae. Gracias a
la siembra en placas con medio B-glucosidasa, se pudo detectar la presencia de los aislados
4y 6 de A. pullulans a las 48 horas de su inoculacion en mosto concentrado en todas las
repeticiones (figura 6). No se encontré presencia de A. pullulans en los demas aislados.

Figura 6. Actividad B-glucosidasa en placas de la coinoculacién secuencial.

En esta ocasion si que observamos diferencias en la cinética fermentativa entre los matraces
que contenian los aislados 4 y 6, y los inoculados Unicamente con WAM (figura 7). El
desarrollo de la fermentacion alcoholica fue ligeramente mas lento en los matraces que
contenian los aislados 4 y 6, lo que se puede explicar por la competencia entre los
microorganismos (Merin et al. 2018). Los datos obtenidos sugieren que la presencia de A.
pullulans afecta al desarrollo de S. cerevisiae, ya que la produccion de CO; que indica que se
esta llevando a cabo el proceso fermentativo es menor en presencia de estos dos aislados.

En el estudio llevado a cabo por Onetto et al. (2020), donde también se inoculd A. pullulans
48 horas antes que S. cerevisiae, hubo diferencias en la cinética de fermentacion atribuidas
a un retraso en la fermentacion, similar a lo observado en este experimento.
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Figura 7. Desprendimiento de COz2 (g/L) durante el proceso de fermentacion de los mostos coinoculados secuencialmente con A.pullulans y S. cerevisiae
(WAM) y el control con S. cerevisiae. Los datos fueron tomados por triplicado.
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Sometiendo los datos diarios de gramos de CO. perdido por litro a un analisis de varianza
(ANOVA), vemos que efectivamente hay diferencias estadisticamente significativas en la
cinética fermentativa de los aislados 4 y 6 frente a todos los demas entre los dias 4 y 8 de
fermentacion (tabla 8). A partir de ese momento deja de haber dichas diferencias, incluido el
resultado final.

Tabla 8. Dias de fermentacién de coinoculacién secuencial con diferencias estadisticamente
significativas. g/L de CO2 perdido.

Tiemio iDias de fermentacion

1 45,127 + 60,013 = 67,887 78,993 + 83,773 =
3,772° 5,012° 5,282° 4,625° 3,608°

> 48,620 + 62,840 + 70,060 79,947 + 84,040 +
6,289° 7,072° 6,505° 4,605° 3,414°

3 46,313 + 60,353 67,727 77,820 82,460 *
5,375° 6,252° 6,070° 4,703° 3,693°

4 23,160 + 38,000 + 47,033 + 60,300 + 68,240 +
0,6052 0,870° 1,331°% 1,622° 2,277%

5 47,000 + 61,320 = 68,733 = 78,953 + 83,607
0,023° 6,585° 6,481° 5,084° 4,177°

6 20,540 + 35,500 + 44,333 + 58,680 + 66,980 +
0,0502 0,783° 1,452° 1,789° 1,772°

7 45,187 + 58,887 + 66,533 + 76,780 81,620 +
0,110° 4,036° 4,546° 3,503° 2,879°

8 49,607 + 64,400 * 71,727 81,160 + 85,153 +
0,151° 6,076° 5,593° 3,746° 2,380°

9 49,387 + 64,520 + 72,053 + 81,840 + 86,107
0,035° 5,690° 5,551° 3,902° 2,726"

WAM 43,740 + 58,247 + 66,047 77,260 82,427 +
0,050° 4,059° 4,337° 4,451° 4,128"

Al someter los valores obtenidos del andlisis de glucosa en el vino final de cada experimento
a analisis de varianza, no se obtienen diferencias estadisticamente significativas entre los
valores dentro de cada grupo.

Tabla 9. g/L de glucosa en el vino final.
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Aislado Simultanea Secuencial
0,0135 + 0,0006 2 0,0131 + 0,0001 °
0,0137 + 0,0004 2 0,0127 + 0,0004 °
0,0136 + 0,0002 2 0,0134 + 0,0001 °
0,0143 + 0,0005 2 0,0129 + 0,0003 ®
0,0135 + 0,0004 2 0,0133 + 0,0006 °

0,0129 + 0,001 2 0,0128 + 0,0007 ©
0,0137 + 0,0006 0,0131 + 0,0001 °
0,0141 + 0,0006 0,0132 + 0,0004 °
0,0137 + 0,0004 2 0,0131 + 0,0002 °
0,0129 + 0,0006 0,0130 + 0,0002 ®
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Sin embargo, si se realiza el mismo analisis comparando los resultados de la coinoculacion
simultdnea frente a los de la secuencial, aparecen diferencias estadisticamente significativas,
como podemos ver en la tabla 9.

Concentracion de glucosa en el vino final
0,016

0,014

0,012
0,004
0,002
0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 WAM

Identificacion del aislado

o
o
e

g/L glucosa

o
o
o
[e)}

W Simultdanea M Secuencial

Figura 10. Comparativa de la glucosa expresada en g/Len el vino final.

En la figura 10 observamos que esta diferencia reside en una menor concentracion de glucosa
en el vino final de la coinoculacién secuencial respecto de la simultanea. Nada nos indica que
este mayor consumo de glucosa sea debido a la coinoculacion o a la presencia de A.
pullulans, pues como hemos visto anteriormente, solo se ha podido confirmar su presencia
en dos de los aislados, los denominados 4 y 6 en las primeras fases de la coinoculacion
simultanea.

Es mas probable que esta diferencia sea debida a que los matraces del segundo experimento
permanecieron mas tiempo en la estufa: 18 dias de la secuencial respecto a los 11 de la
simultanea.

5.2. Microvinificacién en Verdejo
Una vez comprobado que la inoculacion de A. pullulans no impedia ni dificultaba el correcto
desarrollo de la fermentacién alcohdlica, se procedié a realizar la fermentacion en mosto
Verdejo. En esta ocasion se utilizé un mosto de la variedad Verdejo para comprobar si la
fermentacion en presencia de A. pullulans modifica sus caracteristicas fisicoquimicas y su
perfil aromatico.

Como los aislados 4 y 6 fueron los que consiguieron permanecer en el mosto tras 48 horas
de incubacion, se decidio utilizar ambos en coinoculacion secuencial. Segun los resultados
del estudio realizado en medio WL por De la Higuera, S. (2022), parecen ser cepas distintas,
ya que su apariencia es diferente.
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Tabla 11. Presencia de actividad B-glucosidasa (- ausencia de actividad, + presencia de actividad).

Dias desde la inoculacién de Aislado 4 Aislado 6

S. cerevisiae

0 + +

2 - +

5 - -

8 - -

12 - -

15 - -

19 - -

Como podemos observar en latabla 11, en el momento de la siembra de la levadura, 48 horas

después de la siembra de A. pullulans, ambos aislados permanecian en el mosto. Después

de otras 48 horas, con el mosto ya en fermentacion, sélo se detecta la actividad enzimatica

en el aislado 6. A partir de ese momento no se detect6 presencia de A. pullulans en ninguno

de los matraces, por lo que podemos deducir que S. cerevisiae se impuso sobre el otro
microorganismo e impidié su desarrollo.

5.2.1. Cinética fermentativa

A diferencia de los dos primeros experimentos, en éste no era posible utilizar valvulas Miller
para realizar el seguimiento de la cinética fermentativa, ya que como habia que abrir los
matraces periddicamente para el seguimiento en placas de medio B-glucosidasa, el CO;
escaparia y el método seria inefectivo. En esta ocasion el seguimiento se llevé a cabo
analizando el contenido en glucosa y fructosa con el kit enziméatico de las muestras guardadas
dos veces por semana. Estudios previos indican que A. pullulans posee caracter fructofilico,
gue puede resultar interesante frente al caracter glucofilico de S. cerevisiae (Onetto et al.,
2020).

g/l Glucosa
180,0000
160,0000
140,0000
120,0000
100,0000
80,0000

g/L Glucosa

60,0000
40,0000
20,0000

C= < O
0,0000
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Dias desde la siembra de levadura

4 6 =@=\WAM

Figura 12. Consumo de glucosa en la fermentacioén de Verdejo.
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g/l Fructosa
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Dias desde la siembra de levadura

4 6 WAM

Figura 13. Consumo de fructosa en la fermentacion de Verdejo.

Como se puede observar en la figura 12, la glucosa del mosto se consumio en todos los casos
en los primeros 8 dias. Entre los dias 0 y 2 apenas hubo variacion en la concentraciéon de
glucosa del mosto. Entre los dias 2 y 5 se redujo drasticamente la concentracién de glucosa,
y entre los dias 5 y 8 se redujo su consumo, deteniéndose completamente a partir del octavo
dia de fermentacion.

Del mismo modo, en la figura 13 podemos observar el consumo de la fructosa durante la
fermentacion. En los primeros 5 dias apenas hubo variacion en la concentracion de fructosa
del mosto, pero a partir del dia 5, momento en el que la glucosa estaba practicamente
agotada, la levadura S. cerevisiae (WAM) comenz6 a consumir la fructosa.

Todos los datos de glucosa y fructosa fueron sometidos a analisis de varianza, pero en ningun
momento se encontraron diferencias estadisticamente significativas. Podemos concluir que
la inoculacién de A. pullulans no influye en el consumo de azlcares por parte de S. cerevisiae.

Por otro lado, en este experimento no se ha observado el retraso o ralentizacién de la
fermentacion alcohdlica que si observamos en el segundo experimento con los mismos
aislados de A. pullulans que se han utilizado en este. Es probable que la presencia de este
no haya sido suficiente en este caso para causar alteraciones en la cinética fermentativa.

5.2.2. Analisis fisicoquimicos
Tras el final de la fermentacion alcohdlica, se procedié al estudio de los parametros de los
vinos. Los resultados sirvieron para comparar los diferentes vinos y comprobar si la
coinoculacion de S. cerevisiae con A. pullulans modifica alguno de los parametros finales del
vino.
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Tabla 14. Resultados de las analiticas realizadas a los vinos elaborados. A.R.: azlcares reductores
(g/L), A.T.: acidez total expresada en acido tartarico (g/L); A.V.: acidez volatil (g/L); % vol.: grado
alcohdlico (v/v).

A.T. pH %vol. A.R. A.v.
WAM 562+0,09 |345+£0,02¢2 |12,7+0,28 0,75+0,21 0,68 + 0,00
4 575+0,25 |3,48+0,01° |12,6+0,14 0,55 £ 0,07 0,95+0,13
6 572+0,06 |3,51+0,02¢ |12,6+0,14 0,75 £ 0,07 0,99 +0,43

El pH del vino final revel6 diferencias estadisticamente significativas, obteniendo valores mas
elevados cuando se ha inoculado A. pullulans. Se considera que hay diferencias
estadisticamente significativas cuando el valor-P de la razén-F de las medias es <0,05. En el
caso del pH, la razén-F tuvo un valor de 20,77 y el valor-P de 0,0004, muy inferior al 0,05 que
sefala el limite.

El andlisis de varianza no mostr6 diferencias estadisticamente significativas en la
concentracion de acidez volatil del vino final. Sin embargo, se aprecia un aumento en la acidez
volatil de los vinos inoculados con A. pullulans respecto a los elaborados sélo con S.
cerevisiae. Es un aspecto negativo, ya que, si A. pullulans aumenta los acidos volatiles del
vino elaborado a cotas cercanas a 1 g/L, su interés biotecnoldgico para la mejora de la calidad
de los vinos se veria perjudicado.

La acidez total expresada en g/L de &cido tartarico no mostré diferencias estadisticamente
significativas. Se observa que sus valores son muy similares entre si, aunque sea ligeramente
superior en el caso de los vinos que contuvieron A. pullulans.

El grado alcohdlico (%vol) fue ligeramente superior en el vino elaborado exclusivamente con
S. cerevisiae, pero no es una diferencia estadisticamente significativa.

Los azucares reductores medidos mediante el método Rebelein fueron en todos los casos
inferiores a 1 g/L, considerandose esto como vinos secos. Las diferencias entre ellos no
fueron suficientes para considerarse estadisticamente significativas.

5.2.3. Estudio de la composicién aromatica
Se aislaron e identificaron un total de 52 aromas en las muestras de vino por cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas (GCMS). Los resultados obtenidos han sido
sometidos a un analisis de componentes principales con el fin de comparar los vinos
producidos utilizando A. pullulans en coinoculaciéon secuencial y aquellos donde sélo se
emplea S. cerevisiae, en funcién de los aromas identificados.

Las areas relativas obtenidas son proporcionales a la concentracion del analito en cuestion.
Se han identificado acidos, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres y terpenos.
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Tabla 15. Nombre comun de los compuestos encontrados, cédigo otorgado en el trabajo y medias de
las areas relativas de cada compuesto.

Nombre (espaiiol) cODIGO WAM 4 6

Acido acético ACI-1 0,5713 0,7860 0,4429
Acido isobutirico ACI-2 0,0300 0,0315 0,0265
Acido isovalérico ACI-3 0,1188 0,1360 0,1134
Acido hexanoico ACI-4 0,2724 0,2704 0,2676
Acido octanoico ACI-5 1,2405 1,3170 1,3070
Acido nonanoico ACI-6 0,0334 0,0121 0,0100
Acido decanéico ACI-7 0,5294 0,4490 04334
Acido caproleico ACI-8 0,3116 0,3358 0,3497
Acido benzoico ACI-9 0,0249 0,0198 0,0076
Acido dodecanoico ACI-10 0,0564 0,0217 0,0306
Etanol 19,5544 25,2294 15,8332
1-propanol 0,0248 0,0193 0,0000
Isobutanol 0,1470 0,2614 0,2802
Alcohol isoamilico 6,3790 6,7376 5,8281
1-hexanol 0,3795 0,3706 0,3534
1-heptanol 0,0992 0,0901 0,0925
Octanol 0,0150 0,0106 0,0276
1-nonanol 0,0157 0,0000 0,0181
2-undecanol 0,0308 0,0167 0,0376
3-metiltiopropanol 0,0000 0,0399 0,0000
1-decanol 0,0266 0,0143 0,0207
Alcohol benzilico 0,0380 0,0413 0,0390
2-fenil etanol 5,6961 6,3247 5,5014
Fenol 0,0201 0,0000 0,0093
2,4-di-tert-butilfenol 0,1795 0,1459 0,1623
Acetaldehido ALD-1 0,0804 0,0779 0,0718
Nonanal ALD-2 0,0640 0,0000 0,0121
Benzaldehido ALD-3 0,0556 0,0673 0,0584
2-fenil acetaldehido ALD-4 0,0436 0,0158 0,0414
Nonanona CET-1 0,0760 0,0710 0,0753
Undecanona CET-2 0,0219 0,0294 0,0188
Acetato de etilo EST-1 0,2197 0,2151 0,1650
Acetato de isoamilo EST-2 0,4012 0,2894 0,2464
Hexanoato de etilo EST-3 0,8986 0,7875 0,7127
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Tabla 15. Continuacion.

Nombre (espaiiol) coébiGo WAM 4 6
Acetato de hexilo EST-4 0,0802 0,0522 0,0486
Heptanoato de etilo EST-5 0,041 0,0285 0,0285
Octanoato de etilo EST-6 8,1368 7,6541 6,6753
Nonanoato de etilo EST-7 0,0682 0,0669 0,0639
Decanoato de etilo EST-8 4,2472 3,9267 3,1225
2-metilbutil EST-9 0,0311 0,0567 0,0175
octanoato
Succinato de etilo EST-10 0,1077 0,1002 0,09
Bezoato de etilo EST-11 0 0 0,0086
Dec-9-enoato de EST-12 8,4813 8,9443 7,8501
etilo
Fenilacetato de etilo EST-13 0 0,0107 0,0066
Acetato de 2- EST-14 13486 1,4606 1,3208
feniletilo
Dodecanoato de etilo EST-15 0,6465 0,6443 0,5207
Decanoato de EST-16 0,0312 0,0188 0,0238
isoamilo
Miristato de etilo EST-17 0,1143 0,1167 0,0923
Palmitato de etilo EST-18 0,4962 0,6676 0,5858
Etil hexadecanoato EST-19 0,0671 0,1263 0,0708
OCtadeg;rooato de EST-20 0,0279 0,0284 0,0408
Citronelol TERP-1 0,0341 0,0382 0,0337

Acidos
La concentraciéon de acidos grasos en el vino final depende tanto del mosto de partida como
del desarrollo de la fermentacion (Baumes et al., 2009). En un estudio previo de Merin et al.,

(2018) se ha observado en algunos casos un aumento en la produccién de acidos grasos al
elaborar vinos en presencia de A. pullulans debido a diversas actividades enzimaticas.

El acido graso encontrado en mayor cantidad ha sido el acido octanoico, seguido de los
acidos decanoico, caproleico y hexanoico. Se aprecia un descenso en la formacion de acido
nonanoico y &cido dodecanoico. La membrana celular de A. pullulans esté formada por acidos
grasos de cadena larga con dobles enlaces en las posiciones 9y 12, para lo cual necesita
una mayor cantidad de enzimas desaturasas especificas para romper esos enlaces
(Gostincar et al., 2008). Este hecho podria explicar el menor contenido en acidos grasos de
9y 12 carbonos en los vinos elaborados utilizando A. pullulans (figura 16).
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Figura 16. Analisis de componentes principales de los acidos.
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Como muchos otros compuestos presentes en los vinos, los alcoholes superiores son
formados durante la fermentacion alcohdlica. Suelen encontrarse por debajo del limite de
deteccién por ser precursores de algunos ésteres, que tienen mayor impacto sensorial. Se
pueden producir por la via catabdlica o via de Ehrlich, mediante la descarboxilacién vy
reduccion de diferentes aminoacidos (Moreno-Arribas et al., 2009), o por la via anabdlica o
del piruvato, durante la formacién de aminoécidos ramificados (Borroto-Mato et al., 2017).

Los alcoholes superiores encontrados en mayor proporcion han sido el alcohol isoamilico y
el 2-fenil etanol, ambos importantes en la mejora organoléptica de los vinos (Moreno-Arribas
etal., 2009). En la figura 17 se puede observar que ambos compuestos caracterizan en mayor
medida la coinoculacion con el aislado 4.
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Figura 17.
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Aldehidos y cetonas

Los aldehidos y cetonas forman parte de un grupo de compuestos carbonilicos formados por
las levaduras durante el metabolismo de los azlcares. De ellos, el acetaldehido es el mas
importante cuantitativamente (Moreno-Arribas et al., 2009).

Los aldehidos encontrados han sido acetaldehido, benzaldehido, 2-fenil acetaldehido y
nonanal, estando el primero en mayor concentracién que los demas. En la figura 18 se puede
observar que el benzaldehido caracteriza la coinoculacién con el aislado 4 y a la WAM.

Las cetonas encontradas en el analisis han sido nonanona y undecanona. Podemos observar
en la tabla 15 que el valor de nonanal en el vino control “WAM” es similar a los valores de los
demas aldehidos y cetonas, mientras que el de los vinos con los aislados 6 y 4 de A. pullulans
es mucho més bajo o inexistente respectivamente.
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Figura 18. Analisis de componentes principales de los aldehidos.
Esteres

Los ésteres son responsables muy importantes en el aroma afrutado de los vinos. Son
formados por las levaduras durante la fermentacién como resultado de la combinacion de un
acido organico y un alcohol. Pueden ser agrupados en dos grandes grupos, los ésteres de
acetatos, como el acetato de etilo, y los ésteres de acidos grasos. Organolépticamente, los
primeros son mas importantes que los segundos y la mezcla de varios ésteres aporta mayor
intensidad olfativa que los componentes por separado (Moreno-Arribas et al., 2009).

Los componentes que se han encontrado en mayor cantidad han sido octanoato de etilo, dec-
9-enoato de etilo, decanoato de etilo y acetato de 2-feniletilo. En la figura 19 se puede
observar que el bezoato de etilo y el octadecanoato de etilo caracterizan al aislado 6, mientras
gue los demés compuestos se reparten entre el aislado 4 y WAM.

Espinosa Hernandez, Adrian
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID, (CAMPUS DE PALENCIA)
Grado en Enologia

Pagina 25 de 32



Evaluacién del potencial biotecnolégico de Aureobasidium pullulans en la elaboracién de vino

ESTERES

3,9

L |

1

29

1,9

CP2 (35,6%)

L2

2 0 2 4
CP1 (64,4%)

A

Figura 19. Analisis de componentes principales de los ésteres.
Terpenos

El perfil varietal de la uva Verdejo viene definido en gran medida por tioles y terpenos. Suelen
aparecer conjugados con azucares (xilosa, ramnosa, arabinosa, apiosa) y aminoacidos
(cisteina y glutation) (Ruiz et al., 2018). Estos compuestos aromaticos tienen un alto impacto
en las propiedades organolépticas del vino debido a su bajo umbral de percepcion, a pesar
de su baja concentracion en vinos (Baumes et al., 2009). Sin embargo, la elevada presencia
de algunos alcoholes superiores y ésteres puede reducir el impacto sensorial de estos
compuestos (Ruiz et al., 2018).

En el estudio de Baffi et al. (2013) se ha comprobado que el uso de B-glucosidasa procedente
de A. pullulans incrementa la concentracion de monoterpenos como a-terpineol, linalool,
nerol, y geraniol. En dicho estudio se observa que dichos compuestos se liberan en mayor
proporcién al vino al utilizar la enzima en vinos terminados.

Por otro lado, en el estudio de Merin et al., 2018 no se apreciaron diferencias
estadisticamente significativas en la concentracion de terpenaos entre el vino de control y el
inoculado con A. pullulans.

En el caso del presente estudio sélo se ha encontrado presencia de un compuesto terpénico:
citronelol, en una proporcion muy baja y sin diferencias estadisticamente significativas entre
el control y los vinos inoculados con A. pullulans. La principal diferencia entre este estudio y
el mencionado en primer lugar es que aqui se ha utilizado el microorganismo antes del
comienzo de la fermentacion, mientras que Baffi et al. (2013) no utiliz el microorganismo en
si, sino la enzima B-glucosidasa producida en vinos ya terminados. Es posible que éste sea
uno de los motivos por los que no encontramos diferencias en la produccion de terpenos.
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6. Conclusiones

De los resultados obtenidos en el presente estudio podemos sacar las siguientes
conclusiones:

e La cinética fermentativa no se ve afectada por A. pullulans en coinoculacion
simultanea.

e La coinoculacién secuencial causa un ligero retraso en el inicio de la fermentacion
alcohdlica.

¢ A pullulans no se detecta 48 horas después de la inoculacion de S. cerevisiae debido
a la competencia entre ambas especies.

e Se aprecia un aumento del pH al coinocular secuencialmente A. pullulans con S.
cerevisiae en mosto de la variedad Verdejo, encontrando también diferencias en
funcién de la cepa empleada.

e La composicion aromatica de los vinos es distinta entre los diferentes aislados de A.
pullulans y S. cerevisiae, encontrando la mayor diferencia en los aldehidos.

e Los vinos elaborados en presencia de A. pullulans se caracterizan por un menor
contenido en acidos grasos y aldehidos de nueve atomos de carbono que los
elaborados exclusivamente con S. cerevisiae.

Seria interesante llevar a cabo mas estudios coinoculando otras cepas de A. pullulans con S.
cerevisiae en mosto de la variedad Verdejo, con la intencion de buscar un incremento de la
fraccion terpénica. También puede realizarse con mostos de otras variedades blancas como
Moscatel, Riesling o Albarifio, que contienen una mayor fraccion terpénica que puede verse
fortalecida.

Sobre el procedimiento, podria inocularse diferentes concentraciones de la misma cepa para
estudiar la diferencia en la produccioén de compuestos aromaticos; o en otros momentos de
la fermentacién, como al final de ésta, para estudiar su capacidad de consumir la fructosa
residual y liberar compuestos aromaticos de los glucésidos residuales.
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8. Anexos

Tabla 20. Nombre IUPAC de los compuestos encontrados, nombre comun, areas relativas de cada
compuesto y notas aromaticas

AREA RELATIVA (ref. 2-octanol, CAS 5978-70-1)

Nombre IUPAC Nombre WAM1 | WAM2 | 4.1 42 6.1 6.2 Notas
aromaticas
acetic acid Acido acético 04405 | 07021 | 09437 | 06283 | 02615 | 06243 Ac'do('1‘;')r‘agre
2-methylpropanoic Rancio,
ﬁg ; P Acido isobutirico 00295 | 00306 | 00377 | 00254 | 00245 | 00285 | mantequilla,
queso (1)
3-methylbutanoic acid | Acido isovalérico | 0,1291 | 0,085 | 0,473 | 0,1247 | 0,0965 | 0,1303 D‘:;ffc’ijc('%"'
hexanoic acid Acido hexanoico 0,2389 0,3059 0,2638 0,2771 0,2399 0,2953
octanoic acid Acido octanoico 1,1677 1,3133 1,1441 1,4899 1,0855 1,5285
nonanoic acid Acido nonanoico 00409 | 00259 | 00000 | 00241 | 00200 | 0,0000 Graso'(iz)co (10)
decanoic acid Acido decandico 0,5522 0,5066 0,4062 0,4918 0,3700 0,4967 | Graso, rancio (1)
. . L. . Algo afrutado,
dec-9-enoic acid Acido caproleico 0,3365 0,2868 0,2969 0,3748 0,2974 0,4021
lechoso (29)
benzoic acid Acido benzoico 0,0274 0,0225 0,0000 0,0396 0,0153 0,0000
dodecanoic acid Acido dodecanoico 0,0631 0,0497 0,0434 0,0000 0,0272 0,0340
Ethanol Etanol 18,1070 | 21,0018 | 30,7515 | 19,7073 | 12,8383 | 18,8282
propan-1-ol 1-propanol 00278 | 00217 | 00000 | 00386 | 0,000 | 0,0000 Fr”ta;’ar;:;aza”a'
Aceitoso,
2-methylpropan-1-ol Isobutanol 0,2940 | 00000 | 0,1692 | 03536 | 0,2688 | 0,2916 amargo, verde
(M
3-methylbutan-1-ol Alcohol isoamilico 6,2774 6,4805 6,9976 6,4776 5,3458 6,3104 Fusel (1)
hexan-1-ol 1-hexanol 03801 | 03789 | 03870 | 03541 | 03480 | 03588 | Floral verde
hierba (1)
heptan-1-ol 1-heptanol 01003 | 00982 | 0,078 | 00724 | 00933 | 0,0917 Graso (12)
octan-1-ol Octanol 0,0301 | 00000 | 00000 | 0,211 | 00280 | 00272 A'C°h°'('g;" graso
nonan-1-ol 1-nonanol 00314 | 00000 | 00000 | 0,0000 | 0,0169 | 0,0193
undecan-2-ol 2-undecanol 0,0276 0,0340 0,0000 0,0334 0,0329 0,0422
3- .
methylsulfanylpropan- | 3-metiltiopropanol | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0798 | 0,0000 | 0,0000 C°C'd°('1;egeta'
1-ol
decan-1-ol 1-decanol 00252 | 00279 | 00000 | 00286 | 00183 | 00232 | Floral frutal
dulce (8)
phenylmethanol Alcohol benzilico 0,0357 0,0403 0,0379 0,0447 0,0319 0,0462 Almendra (4)
2-phenylethanol 2-fenil etanol 5,5682 5,8241 57116 6,9379 4,5180 6,4847 Floral, rosas (1)
phenol Fenol 00190 | 00212 | 00000 | 00000 | 00185 | 0,0000
2,4-ditert-butylphenol | 2,4-di-tert-butilfenol | 0,1767 | 0,1824 | 0,151 | 0,767 | 0,553 | 0,1693
Acetaldehyde Acetaldehido 00778 | 00831 | 00705 | 00852 | 00588 | 00848 | Acre afrutado
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Tabla 20. Continuacion

AREA RELATIVA (ref. 2-octanol, CAS 5978-70-1)

6-en-1-ol

Nombre IUPAC Nombre WAM1 | wAM2 | 4.1 42 6.1 6.2 Notas
aromaticas
nonanal Nonanal 0,0796 0,0485 0 0 0,0243 0 Graso, ceroso (5)
benzaldehyde Benzaldehido 00528 | 00584 | 00718 | 00628 | 00443 | 00725 Almendras
amargas (4)
2- 2-fenil acetaldehido 0,0514 0,0358 0 0,0315 0,0376 0,0451 Miel, flores (2)
phenylacetaldehyde
Floral, afrutado
nonan-2-one Nonanona 0,0832 0,0688 0,0896 0,0524 0,0646 0,086 5)
undecan-2-one Undecanona 0,0217 0,0221 0,031 0,0278 0,0169 0,0206
Ethyl acetate Acetato de etilo 0182 | 02574 | 02436 | 01865 | 01384 | 01915 | Tt 01'15)0 Ivente
3-methylbutyl . . .
acetate Acetato de isoamilo 0,3037 0,4986 0,3482 0,2306 0,2135 0,2793 Platano (1)
ethyl hexanoate Hexanoato de etilo 08102 | 09869 | 088 | 0689 | 07316 | 06938 Manza(q‘;‘ verde
hexyl acetate Acetato de hexilo 0,595 | 0101 | 00672 | 00373 | 00402 | 0,057 Ma”ﬁ:’tzlr?g)d”ra'
ethyl heptanoate Heptanoato de etilo | 00478 | 0,0343 | 00343 | 0,227 | 00329 | 0,0241 Afrutado, a
cognac (5)
ethyl octanoate Octanoato de etilo 78674 | 84063 | 755435 | 77647 | 61641 | 7,1865 | PUIc® (jf)r“tado
ethyl nonanoate Nonanoato de etilo 0,0641 0,0723 0,0702 | 0,0637 | 0,0773 0,0506
. Dulce, afrutado
ethyl decanoate Decanoato de etilo 4,04 4,4544 3,7999 4,0535 2,8875 3,3576 ™
2-methylbutyl 2-metilbutil octanoato | 0,0622 0 00585 | 0,0549 | 0,035 0
octanoate
diethyl butanedioate |  Succinato de etilo 01082 | 01072 | 00958 | 071046 | 00753 | 01048 | AfTutado uwva
verde (23)
ethyl benzoate Bezoato de etilo 0 0 0 0 0,0172 0 Afrutado (24)
ethyl dec-9-enoate Dec-9-enoato de etilo 8,278 8,6846 8,4511 9,4375 7,3175 8,3826 Jabén (4)
ethyl 2-phenylacetate | Fenilacetato de etilo 0 0 0 0,0214 | 0,0131 0 Rosas (4)
2-phenylethyl acetate | Acetato de 2-feniletilo 1,3296 1,3675 1,2649 1,6563 1,1131 1,5285 Floral (1)
ethyl dodecanoate | Dodecanoato deetilo | 0,5922 | 07007 | 05583 | 07302 | 0499 | 05423 | For@ (asf)r“tado
3-methylbutyl Decanoato de isoamilo | 0,0291 | 0,0333 0 0,0376 | 00229 | 00247
decanoate
ethyl tetradecanoate Miristato de etilo 00926 | 0136 | 00803 | 01532 | 00763 | 0,1084 | *2PONOsO: Cera,
violetas (5)
ethyl hexadecanoate Palmitato de etilo 0,425 0,5674 0,4737 0,8614 0,502 0,6695 Cera (5)
ethyl (B)-hexadec-3- | - po - decanoato 00425 | 00917 | 00605 | 01921 | 00751 | 00666
enoate
ethyl octadecanoate | Octadecanoato de etilo 0,0259 0,0299 0 0,0567 0,0376 0,0441 Cera (30)
(3R)-3,7-dimethyloct- Citronelol 0035 | 00332 | 0032 | 00444 | 00288 | 00387 | Ctrico limon

verde (4)
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