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RESUMEN

El anhidrido sulfuroso en la elaboracion de vinos se aplica como
conservante quimico, ya que se comporta como un potente antiséptico,
ademas de proteger a los vinos de posibles oxidaciones. En dosis adecuadas,
el anhidrido sulfuroso es una sustancia inocua para el hombre, sin embargo, se
ha asociado el uso de elevadas dosis de este compuesto a migrafias tras el
consumo del vino e incluso a bajas dosis, podria ser un alérgeno. Actualmente
existen practicas en las que se intenta reducir la adicion de dicho compuesto,
aunque se ha de tener en cuenta sus numerosos beneficios respecto a la
conservacion del vino, manteniendo la estabilidad microbiana, evitando la
proliferacién tanto de levaduras como bacterias contaminantes, asi como la
estabilidad oxidativa, asegurando la calidad final del producto.

Este trabajo propone un estudio sobre la influencia de la ausencia de
correccion de la concentracion de anhidrido sulfuroso previa al embotellado
de vinos blancos elaborados a partir de uva blanca de variedad Verdejo. El
estudio se centrard en determinar la influencia de distintos factores en vinos sin
adicion de anhidrido sulfuroso.

ABSTRACT

Sulfurous anhydride in winemaking is applied as a chemical
preservative, due to its behavior as a powerful antiseptic and the fact that it
protects the wine from possible oxidations. In adequate doses, sulfur anhydride
is a harmless substance for humans, however, the use of high doses of this
compound has been associated with migraines after wine consumption and
even at low doses it could be an allergen. Currently, the tendency is to reduce
the use of this compound in wines although the multiple benefits must be taken
into account with respect to the preservation of wine, maintaining microbial
stability, avoiding the proliferation of both yeasts and contaminating bacteria, as
well as the oxidative stability, ensuring the final quality of the product.

This work proposes a study on the influence of the absence of correction
of the sulfurous anhydride made prior to bottling white wines made from
Verdejo variety white grapes. This study is focused on the determination of the
influence of the different elements on wines with no sulfurous anhydride
addition.
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1. INTRODUCCION

El vino es un alimento natural obtenido exclusivamente por
fermentacion alcohdlica, total o parcial, de uva fresca, estrujada no, o de
mosto de uva (BOE-A-2003-13864).En la calidad del producto final obtenido
intervienen diversos factores que van a afectar a sus caracteristicas
fisicogquimicas y microbioldgicas.

1.1. INFLUENCIA DEL ANHIDRIDO SULFUROSO

El anhidrido sulfuroso es uno de los aditivos mas empleados en la
industria alimentaria, gracias a sus propiedades antimicrobianas vy
antioxidantes. El anhidrido sulfuroso puede producirse durante los procesos de
fermentacion, es decir, de forma endogena. La produccién de anhidrido
sulfuroso endégeno depende de muchos factores (tipo de microorganismos,
composicion matricial,...) (Bashan et al., 2016). Por otro lado, su presencia
puede deberse a su adicién en operaciones tecnoldgicas individuales durante
la elaboracion del vino, de forma exdgena.

El anhidrido sulfuroso presenta un equilibro quimico complejo con el
medio, por lo que se encuentra bajo diferentes formas en el vino. Puede estar
presente en el vino bajo dos formas distintas, como son, anhidrido sulfuroso
libre, anhidrido sulfuroso combinado, siendo el anhidrido sulfuroso total la
suma de los dos anteriores.

En anhidrido sulfuroso libre se encuentra presente primordialmente
como i6n bisulfito, esta forma suele mostrar una buena actividad contra las
desviaciones microbioldgicas y las oxidaciones, pero la forma méas activa del
aditivo corresponde al anhidrido sulfuroso molecular. El porcentaje de
anhidrido sulfuroso libre en forma molecular, depende de factores, como el pH,
de forma que cuando el pH es mas bajo, este aumenta. Otros factores como el
grado alcohdlico y la temperatura afectan al equilibrio i6n bisulfito y anhidrido
sulfuroso, debido a que un incremento de la temperatura y la concentracion del
alcohol, provoca un aumento en la proporcién del anhidrido sulfuroso
molecular (Zironi et al., 2009).

El anhidrido sulfuroso es el aditivo mas utilizado para evitar las
oxidaciones en el proceso de vinificacion (Ribéreau—Gayon et al., 2006a), ya
que es capaz de paliar las oxidaciones tanto enziméticas como quimicas. La
primera ocurre en la mayoria de las ocasiones en el mosto de uva, la segunda
prevalece en el vino (Li et al., 2008). En el caso de los vinos tintos la oxidacion
de forma moderada y vigilada, tanto en los procesos de vinificacion, como en
los de envejecimiento en botella, es favorable, suavizando la aspereza del
tanino y el aroma, en cambio para los vinos blancos la exposicién al aire
generalmente es perjudicial (Gambuti et al., 2017).

En el proceso de vinificacion, la adicion de anhidrido sulfuroso al mosto,
antes de que comience el proceso de fermentacién alcohdlica, reduce el tiempo
de fermentacién al reprimir las levaduras que no son Saccharomyces, ya que
es altamente téxico para la mayoria de ellas, e incentivar el crecimiento de las
levaduras Saccharomyces tolerantes al anhidrido sulfuroso (Edinger et al.,
1998).
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Por ello la estrategia mas utlizada, es el empleo de cepas
seleccionadas de Saccharomyces cerevisiae y la adicion de anhidrido
sulfuroso, para asi tener un control de una posible oxidacion y anular el
crecimiento de microorganismos no deseables en el vino. Por lo tanto, la
prohibicion del uso de anhidrido sulfuroso como agente antimicrobiano sin una
alternativa, aumentaria el riesgo de que el vino se estropee por levaduras y
bacterias contaminantes (Du Toitet al., 2000).

En los Ultimos afios, el empleo de anhidrido sulfuroso en la industria
alimentaria ha acarreado ciertas preocupaciones sobre la seguridad de los
consumidores (Vally et al.,, 2009). De hecho se ha demostrado de manera
efectiva que el anhidrido sulfuroso desempefia un papel en las reacciones
adversas al vino en una poblaciéon pequefia (alrededor del 1%) de individuos
““sensibles al anhidrido sulfuroso” (Vally et al., 2003).Las reacciones
observadas incluyen sintomas como broncoespasmo, bradicardia, sintomas
gastrointestinales, asi como urticaria, angiodema, hipotension, shock y en
casos raros reacciones anafilacticas (EFSA ScientificOpinion, 2014; Vally et al.,
2009).

La comunidad investigadora nacional e internacional, entre ellas el
IFAPA (Investigacién y Formacion Agraria y Pesquera) situada en Rancho de la
Merced (Jerez de la Frontera), se puso como meta la busqueda de diferentes
alternativas al uso del anhidrido sulfuroso en la elaboracién de vinos, con el fin
de obtener un producto final que asegure que las alternativas a este
conservante no sean ofensivas para la salud del consumidor, que se mantenga
la estabilidad microbioldgica, evitar oxidaciones y mantener las caracteristicas
que definen al producto, destacando entre ellas, el color, el tanino, la acidez y
el alcohol (Guerrero et al.,, 2015). Los estudios realizados sugieren que la
reduccioén ligera del contenido en anhidrido sulfuroso en vino blanco es mas
aconsejable que la eliminacién completa del mismo. Los vinos obtenidos con la
aplicacion de las alternativas al anhidrido sulfuroso, entre ellas la adicién de
compuestos tales como dicarbonato de dimetilo, bacteriocinas, compuestos
fendlicos, complejo de plata o lisozima, segun el IFAPA, son considerados por
el consumidor mas naturales, inofensivos hacia la salud y mas sostenibles. No
obstante, las alternativas sustitutas al anhidrido sulfuroso en muchas ocasiones
no ofrecen la capacidad protectora que ofrece el anhidrido sulfuroso.

Se debe evitar el uso de dosis excesivas de anhidrido sulfuroso, no
solo por razones de salud, sino también porque, desde un punto de vista
enolégico, puede causar alteraciones organolépticas en el producto final,
neutralizar el aroma e incluso producir defectos de aroma caracteristicos
(Ribereau- Gayon et al., 2006).Por el contrario, una concentracion insuficiente
no garantiza la estabilidad adecuada del vino frente a una oxidacion excesiva o
desarrollo microbiano, lo que puede comprometer su calidad final (Blouin et al.,
2004).
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En la siguiente tabla se han recopilado las diferentes ventajas y
desventajas del anhidrido sulfuroso empleado en el proceso de vinificacion.

Tabla 1. Ventajas y desventajas del anhidrido sulfuroso. Adaptada de Guerrero, (2005).

VENTAJAS DESVENTAJAS
PROPIEDAD ANTIOXIDANTE PROPIEDAD ANTIOXIDANTE
- Supresion de oxigeno. - Destruye la Tiamina o vitamina D.
- Reduce la concentracién de - Laefectividad depende del pH
quinonas.

- Inhabilita las reacciones de Maillard.
- Inactiva las enzimas.
- Reacciona con peréxido de

hidrégeno.
PROPIEDAD ANTIMICROBIANA PROPIEDAD ANTIMICROBIANA
- Previene la formacion de aminas - Concentraciones de 30-50 mg/Il
biégenas. de SO:libre.
- Previene formacion de etilfenoles. - Dosis ineficaces contra algunos
- Evita sabores desagradables. microorganismos indeseables.
PROPIEDAD DISOLVENTE PROPIEDAD DISOLVENTE
- Extraccion de minerales. - No mejora la coloracion del vino.

- Extraccién de &cidos orgéanicos.
- Extraccién de compuestos fendlicos.

PROPIEDAD SENSORIAL PROPIEDAD SENSORIAL
- Da sabor méas complejo - Uso excesivo da lugar a sabores
- Sabor mas complejo en uvas amargos.

podridas. - Forma compuestos como

mercaptanos y sulfuro de hidrégeno.

1.2. INFLUENCIA DE LA NUTRICION NITROGENADA

La transformacion del mosto de uva en vino es un proceso
biotecnoldgico, en el que los microorganismos que estan presentes, requieren
una serie de nutrientes. Los nutrientes son necesarios para que las levaduras
consigan un correcto desarrollo de la fermentacion alcohdlica, por lo que el
contenido de los mismos, condiciona tanto la velocidad, como la culminacion
del proceso (Mas et al., 2013).

En el mosto el nitrégeno se puede encontrar presente en forma
inorganica, principalmente amonio, y por otro lado de forma orgénica,
compuesto por péptidos, aminoacidos y proteinas. No todas las formas tienen
la misma disponibilidad para las levaduras, ya que, compuestos como los
péptidos y las proteinas no se suelen considerar auténticas fuentes de
nitrégeno debido a que son metabolizados excepcionalmente por las levaduras
(Fleet et al., 1993), por otro lado, los aminoacidos son inestables como fuentes
nitrogenadas (Mas et al., 2013).
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En primer lugar se debe contar con un contenido en el mosto inicial de
nitrogeno facilmente asimilable (NFA) para las levaduras, normalmente se
estima una cantidad de entre 150-200 mg/L, para asi asegurar un buen
desarrollo de la fermentacion alcohdlica (Blouin et al., 2004).En la vinificacion el
NFA presenta un papel importante, siendo un factor nutricional durante el
proceso de fermentacién alcohdlica, ya que presenta una funcion principal en el
transporte de azucares y en la sintesis proteica. Por otro lado, es un conjunto
de compuestos formado por aminoacidos y el ibn amonio, excepto la prolina,
esencial para la biosintesis de marcadores de calidad, como pueden ser los
ésteres y los alcoholes por parte de la levadura.

Se estima que el mosto contiene la cantidad necesaria de materia
nitrogenada para llevar a cabo la transformaciéon de mosto de uva a vino. Esto
permite que el desarrollo de la fermentacion alcohdlica, en la mayoria de los
casos, no presente dificultades en su proceso, pero esta hipotesis en ciertas
ocasiones no es la mas acertada, como puede ser en vendimias pobres en
contenido en nitr6geno, mostos que han sido excesivamente desfangados, o
con gran cantidad de azlcares (Ribéreau-Gayon et al., 1999).

La adicion de sustancias nitrogenadas al medio facilita que la
fermentacion alcohdlica del mosto de uva se desarrolle sin ningun tipo de
dificultad. Su incorporacion puede prevenir paradas y ralentizaciones de la
fermentacion alcohdlica, asi como evitar la produccién de &cido sulfhidrico.
Ademas, su incorporacion favorece la produccion de aromas no varietales, y
evita la produccibn de compuestos azufrados que provocan un olor
desagradable, debido a que el origen de los problemas de aromas a reduccion
esta enlazado con la carencia de nutricion nitrogenada en el medio. Es
importante destacar que la forma de incorporar la nutricion nitrogenada a los
mostos puede incrementar la formacién de aromas varietales, debido a que los
aminoacidos, presentes en la nutricibn organica, realzan la complejidad
aromatica, incrementando los registros varietales. Una buena nutricion
nitrogenada provoca una correcta actividad de las enzimas (proteinas) que son
responsables de liberar precursores aromaticos presentes en la uva,
incrementando los aromas varietales del vino (Navascues et al., 2018)

Se debe de tener en cuenta que la adiciéon de nutricién nitrogenada, es
aconsejable que se realice en primer lugar, antes de iniciar la fermentacién
alcohdlica. Si se tiene en cuenta el perfil aromatico, es aconsejable que sea
nutricion organica, ya que se permite la expresion de los aromas varietales
terpénicos y la sintesis de ésteres etilicos de acidos grasos, los cuales
presentan aromas agradables.

Por otro lado, las necesidades de NFA se pueden ver afectadas por
distintos factores y/o parametros, incrementandose con el aumento de la
concentracion de azucares en el mosto (Jiranek et al., 1995). Ademas, pueden
fluctuar de una forma significativa en funcion de la cepa de levadura utilizada,
ya que algunas pueden llegar a requerir dos veces mas de NFA, para
fermentar el mismo mosto (Julien et al., 2001).

La deficiencia de NFA puede conducir a la disminucion de la velocidad
de fermentacion y a paradas precoces de la misma, ya que el nitrégeno se
utiliza en la biosintesis de las proteinas que participan en el proceso de
transporte de los azucares (Bell et al., 2005).
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1.3. INFLUENCIA DE LA CONSERVACION

Las condiciones de conservacién son importantes tanto en la calidad
como en la composicién del vino. Los factores que mas pueden llegar a incidir
negativamente en ella, son la humedad, la temperatura y las condiciones de
luminosidad a las que se exponen los vinos.

Entre ellos, la temperatura de conservacion puede provocar cambios en
la composicion fisicoquimica del vino. Los estudios realizados por la Estacion
de Viticultura y Enologia de Navarra se han centrado en analizar la posible
influencia de la temperatura sobre los parametros del vino, realizando un
seguimiento analitico en botella durante un periodo de 6 meses (Santamaria et
al., 2009). Los resultados obtenidos a lo largo de este periodo indican que la
temperatura afecta directamente a distintos pardmetros analizados en el vino
elaborado, entre ellos a la concentracion de sulfuroso libre, total y al contenido
de acetato de etilo. La conclusion final que se obtuvo es que la temperatura
afecta a la calidad del vino y a su composicién quimica.

Por otro lado, la temperatura de conservacion podria modificar la
poblacién microbiana presente en el vino. La temperatura Optima para el
desarrollo y el crecimiento de levaduras y bacterias oscila entorno los 22°C-
27°C, reproduciéndose con mayor rapidez cuando la temperatura es de 25°C
(Ramirez et al., 2011).

2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

El objetivo principal de este estudio es evaluar la influencia de la
ausencia de adicion de anhidrido sulfuroso previa al embotellado en las
caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas de los vinos elaborados.

Para ello, se realizara un estudio comparativo de los vinos embotellados
sin adicion de anhidrido sulfuroso en diferentes condiciones de conservacion,
en presencia y/o ausencia de nutriciébn nitrogenada, asi como con diferentes
cepas de levaduras empleadas para la vinificacion.

Por tanto, se proponen los siguientes objetivos especificos:

- Evaluar la influencia de la presencia y/o ausencia de la adicién de nutricion
nitrogenada en la fermentacién y conservacién de los vinos.

- Evaluar la influencia de la cepa de levadura utilizada en las diferentes
vinificaciones realizadas.

- Evaluar el efecto de la ausencia de incorporacién de anhidrido sulfuroso en
vinos conservados a 4°C realizando una comparacion con el vino recién
terminado.

- Evaluar la influencia del cambio de temperatura en los vinos sin incorporacion
de anhidrido sulfuroso.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. UVA Y ELABORACION DE VINOS

La vinificacion se llevé a cabo con uva de la variedad Verdejo
congelada de la campafa de vendimia 2017.Esta uva estuvo almacenada en
camaras frigorificas de la E.T.S. de Ingenierias Agrarias de Palencia a una
temperatura de -20°C hasta el momento de su utilizacién. Se traslad6 a la
bodega experimental de la Escuela para su procesado. La uva congelada se
sacO de la camara frigorifica una noche antes de empezar a procesarla,
permitiendo que se descongelase. A continuacion, se despalillé y estrujo. Para
ello, se utilizé una despalilladora-estrujadora. La funcién de la despalilladora es
separar los granos de uva de los raspones y la funcidon de la estrujadora,
consiste en la rotura del hollejo por presién, para que se desprenda la pulpa y
se libere el jugo.

Se analizaron para su posterior correccion distintos parametros del
mosto de partida. Las correcciones que se aplicaron en el mosto de partida
fueron las siguientes: sulfuroso libre (S0,L), el cual se corrigié hasta 30 mg/L y
acidez total que se llevo hasta 5g/L de 4cido tartarico.

Una vez corregido el mosto de partida se procedio a poner en marcha el
desfangado estatico del mosto, este se realizo por frio a una temperatura de
8°C, durante 24 horas, una vez finalizé este proceso se repartié el vino en
depositos de 50 L de capacidad.

Se realizaron 12 microvinificaciones, de forma que cada ensayo se
realizé por duplicado. Para cada vinificacién se utilizé un depésito de acero
inoxidable de 50 L en los que el volumen de mosto fue unos 30L por depésito.

3.1.1. MICROORGANISMOS

El estudio se realizé con tres cepas diferentes de levadura de especie
S.cerevisiae, las cuales se denominaron levadura M.1, levadura M2 y levadura
control. En el caso de levadura M.1 y levadura M.2 se corresponden con cepas
comerciales de caracter novedoso, cuyo comportamiento en la vinificacion
elaborada con variedad de uva Verdejo se quiere comprobar. Por otro lado,
levadura control, es una cepa comercial de la casa Agrovin, Viniferm
REVELACION, con una fase de latencia corta, una velocidad de fermentacion
rapida, baja produccion de anhidrido sulfuroso, y baja produccién de acido
acético (Agrovin).Se pretende establecer una comparaciéon entre levadura M.1
y levadura M.2 con levadura control en la elaboracién de vino de uva Verdejo.

3.1.2. NUTRICION

Las vinificaciones elaboradas con levadura control, levadura M.1 y M.2
se realizaron en presencia y/o ausencia de nutricion nitrogenada.

La nutricion nitrogenada en forma organica se aplic6 en momentos
previos al inicio de la fermentacion alcohdlica, con una dosis de 50 g/HL. Esta
adicion se aplic6 para conseguir un correcto desarrollo de la fermentacién
alcohdlica, y asi evitar posibles paradas de fermentacion o fermentaciones
lentas.
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De las 12 microvinificaciones, 6 de ellas tuvieron incorporacion de
nutricion, las otras 6 realizaron el proceso de fermentacién alcohdlica en
ausencia de la misma.

3.2. CONTROL DE LA CINETICA FERMENTATIVA

El seguimiento de la cinética fermentativa se llevé a cabo diariamente
mediante la toma de densidad y temperatura de los diferentes depdésitos,
realizando dos medidas diarias de estos parametros.

Para favorecer la activacion de las levaduras se realizaron pequefios
bazuqueos en los diferentes ensayos. Una vez que las densidades
comenzaron a estabilizarse entorno los 997 g/L, se consideré que la
fermentacion alcoholica habia finalizado.

3.2.1. CONSERVACION Y TOMA DE MUESTRAS

La fermentacion alcohdlica finalizo el dia 22 de marzo de 2018, en este
momento se procedié a embotellar el vino terminado.

El vino se mantuvo en la cadmara de refrigeracion durante 9 meses,
después parte del vino se conservd a la misma temperatura y otra parte se
someti6 a temperatura ambiente. Ademas, tras finalizar la fermentacion
alcohdlica, se conservaron congeladas varias botellas de los vinos obtenidos,
para su posterior analisis.

Tras los 21 dias de permanencia a 4°C o a temperatura ambiente
(21°C), se procedié al andlisis de todos los vinos, incluidos los que se
mantenian congelados desde que finaliz6 la fermentacion.

3.3. ANALISIS MICROBIOLOGICO

El andlisis microbiol6gico de los vinos se realiz6 mediante siembra en
medios de cultivo, recuento y observacion macroscépica y microscépica de las
colonias obtenidas.

3.3.1. MEDIOS DE CULTIVO

Los medios de cultivo empleados se describen a continuacién. Todos
ellos se esterilizaron antes de su uso en un autoclave a 121°C durante 15
minutos.

Para el crecimiento de las levaduras se utilizé el medio YPD 1% (p/v)de
extracto de levadura (Labkem), 2% (p/v) de peptona bacteriolégica (Panreac),
2% (p/v) de glucosa y 1,5% (p/v) de agar (BD BactoTMAgar), pH 6,5+ 0,2.

Para el crecimiento de bacterias acéticas se utilizé el medio de manitol
0,5% (p/v) de extracto de levadura (Labkem), 0,3% (p/v) de peptona
bacterioloégica (Panreac), 2,5% (p/v) de manitol, y 1,5% (p/v) de agar (BD
BactoTMAgar). Este medio permite el crecimiento de las bacterias acéticas
Gram (-), en cambio las Gram (+) son mas exigentes y no crecen en este
medio.
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El medio MRS (PanReacAppliCherm), apto para el recuento de
lactobacilos y otras bacterias acido lacticas. Su composicion es la siguiente:
2,0g/L de di-amonio hidrégeno citrato,8,0 g/l de extracto de carne, 4,0 g/L de
extracto de levadura, 20,0 g/L de D(+)-glucosa, 0,2 g/L de magnesio sulfato,
10,0 g/L de peptona bacteriolégica, 2,0 g/L de di-potasio hidrégeno fosfato, 5,0
g/L de sodio acetato, 1,0 g/L de tween 80 y un pH para el medio de 6,2 + 0,2.

3.3.2. SIEMBRA

Para realizar la siembra para el cultivo de microorganismos, el vino se
homogenizé bien antes de tomar la muestra de las botellas pertenecientes a
las distintas vinificaciones realizadas y se sembr6 en profundidad en placas
Petri en medios YPD, MRS y manitol.

La siembra de las placas Petri se llevo a cabo en una campana de flujo
laminar (INDELAB), en condiciones de asepsia, para evitar posibles
contaminaciones. Una vez sembradas, se incubaron a 26°C en una estufa,
durante 5-7 dias.

3.3.3. RECUENTO E IDENTIFICACION

El recuento de levaduras contenido en el vino, se realizé siguiendo los
métodos analiticos oficiales establecidos por la Organizacion Internacional de
la Vifia y el Vino (OIV/OENO 206/2010).

La observacion de los microorganismos se realizé directamente de las
placas sembradas en los diferentes medios sélidos (YPD, MRS y manitol), las
colonias se tomaron con un asa de siembra y en un portaobjetos se depositd
una gota de agua estéril sobre la que se realizé la extension de las colonias.

Por otro lado, el recuento se realizd de forma macroscépica, ademas
esta forma de observacién permitié describir el tamafio de las colonias, su
aspecto, transparencia, coloracion... Se contabilizaron las colonias presentes
en el medio sélido de las distintas placas sembradas. Es importante tener en
cuenta, que las placas que no cuenten con una poblacién de entre 10-300
colonias no se consideraron un resultado significativo, ya que el margen de
error estadistico es bastante alto. Tampoco se tomara como resultado, las
placas que presenten mas de 300 colonias, ya que se imposibilita el recuento
de las mismas. Los resultados se expresan como UFC/mL (unidades
formadoras de colonias/mL).

La morfologia se determind a través de la observacién en microscopio
de todas las extensiones tomadas de las colonias de los medios preparados
con el vino elaborado, en sus diferentes formas de conservacion. Para la
observacién microscopica se empled un microscopio LeicaDM750 y se
utilizaron los objetivos 40x y 100x.
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3.4. METODOS ANALITICOS

3.4.1. ACIDEZ VOLATIL

La acidez volétil se determiné por el método de Garcia Tena (Garcia et
al., 2000), en un destilador de la casa comercial GAB, denominado
microdestilador o volatimetro.

Se basa en una destilacion fraccionada de 11 mL de vino, y valoracion
separada de las fracciones recogidas. El primer volumen se recoge en una
probeta de 5,1 mL y el segundo en probeta de 3,2 mL. Este Ultimo se valora
con una disolucién de NaOHO, 01N de factor conocido (Garcia et al., 2000).

La acidez volatil se expresa como g/L de &cido acético.

3.4.2. ACIDEZ TOTAL

La acidez total es la suma de los acidos valorables cuando se lleva el
pH a 7 afadiendo la solucion alcalina valorada (OIV-AS-313-01-ACITOT).

La determinacion de la acidez total se realizé a través del método
oficial, el método potenciométrico. Este consiste en una valoracion volumétrica
acido-base con NaOH, mediante la lectura con un pH-metro hasta llegar a
pH=7,00 £ 0,5.

La acidez total se expresa como g/L de &cido tartarico.

3.4.3. pH

El pH se determin6é una vez finalizada la fermentacién alcohdlica
mediante un pH-metro (Crison).

3.4.4. ANHIDRIDO SULFUROSO TOTAL

La determinaciéon de anhidrido sulfuroso total se realiz6 mediante el
método Ripper, el fundamento se basa en realizar una iodometria, el anhidrido
sulfuroso es oxidado en medio acido por el iodo I,. La cantidad de iodo gastada
hasta oxidar completamente el anhidrido sulfuroso nos indicara su
concentracion en el vino.

El anhidrido sulfuroso se expresa como mg/L.
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3.4.5. GRADO ALCOHOLICO

Para realizar este tipo de determinacion se utiliz6 el método
ebullométrico, mediante el uso de un ebullbmetro y de un termdmetro
contrastado de 86-100°C, con apreciacién de 0,05°C. El fundamento se basa
en la diferencia que existe entre los puntos de ebullicion del agua y el alcohol y
se realiza de forma eficaz con los ebullébmetros de facil manejo.

El grado alcohdlico se expresa como grado alcohdlico volumétrico,
%vol.

3.4.6. NITROGENO FACILMENTE ASIMILABLE

El indice de formol Aerny, J, 1995 nos ofrece una estimacion sencilla
tanto de los aminoacidos libres como del amonio. El fundamento de este
método consiste en que el nitrégeno amoénico y a-amino, reacciona con
formaldehido liberando 2H* que se valoran con hidréxido sédico.

Para realizar la determinacion de nitrégeno facilmente asimilable de los
vinos se realiz6 un ajuste del pH de la solucion del formaldehido con NaOH
0,1M a pH 8,5, por otro lado en un vaso de precipitados se afiadieron 25 mL
de vino, a cuya muestra también se le ajusto el pH a 8,5 con NaOH 0,1M,
posteriormente se afiadi6 10 mL de formaldehido con pH ajustado y se
mezclaron. Tras 1 minuto a temperatura ambiente, se realiz6 una valoracién
con hidroxido sodico 0,25 M hasta que el pH fuese 8,1.

El valor de NFA se expresa como mg de N/L.

3.4.7. AZUCARES REDUCTORES

Los azulcares reductores de los vinos obtenidos, se determinaron por el
método de Rebelein, el cual su fundamento se basa en una oxidacion de los
azucares reductores que existen en el vino, mediante una disolucién de cobre
divalente en medio alcalino y en ebullicion. Se afiadieron en un matraz los
siguientes compuestos, 2mL de vino, 1mL de solucién cuprica y 5 mL de
solucion alcalina de sal de Seignette, a mayores se incorporaron perlas de
vidrio en el matraz.

Una vez calentado, contando 2 minutos desde que comienza la
ebullicion, se dejé enfriar y se afiadi6 de forma sucesiva los siguientes
reactivos, segun el método seguido (10 mL de yoduro de potasio, 30% p/v, 10
ml de &cido sulfaricol6% p/v y 10 mL de almidon 2%). Se realizd por dltimo
una valoracién con tiosulfato sédico hasta conseguir un viraje a color blanco
marfil.

Este valor obtenido se expresa como g/L de azucares reductores.
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4. RESULTADOS

Todos los andlisis se realizaron por triplicado, en cada valor se expresa
la media aritmética de los tres valores, acompafiados de su desviacion
estandar.

Todos los datos obtenidos de los andlisis del vino se evaluaron a través
de un analisis de varianza (ANOVA), para ello se ha utilizado el programa
estadistico STATGRAPHICS centurion XVII (17.01.0012).

4.1. CINETICA FERMENTATIVA

Se realiz6 un control de la cinética fermentativa mediante un
seguimiento de los parametros de densidad y temperatura. El objetivo principal
fue, establecer una comparacién entre las cinéticas, en funcion de los ensayos
que llevan incorporado un aporte de nutrientes y de los que no, ademas de
conocer el comportamiento de las dos cepas experimentales.

La inoculacibn de las diferentes cepas de S.cerevisiae y la
incorporacién de nutricion se realizé simultdneamente.

Todas las medidas de densidad representadas en la figura 2 se
realizaron por duplicado.

CINETICA FERMENTATIVA

M1/nutricién
1090 %‘«;—N
1070 M.2/nutricién
1050 \ Control/nutricion

1030 S - M1

M.2

= e == Control

Densidadd (g/cm3)
S
=
o

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Dias

Figura 2. Control de la cinética fermentativa de los diferentes ensayos estudiados. Los
ensayos son: Control con o sin adicion de nutricién, M.1 con o sin adicidn de nutricién y
M.2 con o sin adicion de nutricion.

Como se puede observar en la figura 2 se pueden encontrar diferencias
en las cinéticas fermentativas de los ensayos. La disimilitud méas significativa
gue se puede encontrar en las curvas representadas, es la incorporacion o no
de nutricién nitrogenada en los distintos ensayos.

En primer lugar, se comprobd que el inicio de la fermentacién alcohdlica
en todos los ensayos los comenzé el dia 1. Sin embargo, se apreciaron
disimilitudes significativas en la bajada de la densidad entre las distintas
cinéticas fermentativas hasta el dia 3, en el que se comienzan a observar una
serie de fluctuaciones en la curva de densidad de cada uno de los ensayos.
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Se pueden observar diferencias entre la cinética fermentativa en el caso
de la cepa de levadura M.2 en funcion de la presencia/ausencia de nutricién.
Los resultados indican que sus necesidades nutricionales son elevadas, ya que
la cinética llevada a cabo por la levadura M.2 sin nutricion muestra una cinética
mas lenta, y una bajada de densidad més ralentizada que la cepa de levadura
M.2 que cuenta con incorporacién de nutricion.

En cambio, en el caso de las cinéticas llevadas a cabo por levadura
control y M.1, no presentan diferencias significativas, lo que indica que la
incorporacién de nutricion nitrogenada influye de manera poco significativa
pudiendo realizar correctamente la fermentacion alcohdlica sin la incorporacion
de nutrientes al medio. Cabe destacar que la cinética fermentativa de la
levadura control y M.2 con nutricion se solapan.

Todos los ensayos finalizaron con una densidad de 997 g/cm? en el
mismo periodo de tiempo, por lo que pese a las diferencias en las cinéticas
fermentativas que presentan, la fermentacion concluyé el dia 9 para todas
ellas, ya que, las levaduras consumieron los nutrientes necesarios Yy
transformaron los azlUcares presentes en etanol, aunque hay que tener en
cuenta que casi siempre guedan azlcares residuales en el vino. Todas las
cinéticas finalizaron de forma correcta, sin presentar problemas durante su
transcurso independientemente de la levadura empleada y de la nutricion
afadida.

4.2. ANALISIS MICROBIANO

Tradicionalmente, los métodos
utilizados para la identificacion vy
caracterizacion de especies y cepas de
levaduras se han basado en sus
caracteristicas morfolégicas, sexuales,
y bioquimicas (Kreger-Van Rij, 1984;
Barnet et al., 1990).

Figura 1. Placa Petri de medio YPD.
Observacién y recuento de la poblacion
microbiana.

Para el analisis microbiolégico, se realizé un examen macroscopico y
microscopico de los cultivos, el primero nos permitié conocer el aspecto de las
colonias, y el segundo la morfologia de los microorganismos vinicos utilizando
el microscopio.
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La observacion microscopica se realizé en fresco, es decir visualizamos
el microorganismo en una suspension microbiana, para ello se tomaron
colonias en cada medio sélido de la placa Petri de todos los ensayos
realizados, situando la muestra tomada de cada medio en un portaobjetos,
afadiéndole una gota de agua y a su vez cubriéndose con un portaobjetos,
para asi poder observar mediante el microscopio las posibles formas
microbianas del medio.

Esta observacion nos permite comprobar la presencia de
microorganismos en los diferentes medios, constatar si hay diversidad,
determinar su morfologia y observar su comportamiento.

El recuento y observacion de la poblacion microbiana se realizé una vez
pasado un periodo de tiempo (5-7 dias) de incubacién a 26°C, permitiendo asi
el crecimiento microbiano. La observacibn a microscopio nos permitié
comprobar, que el crecimiento en los diferentes medios, fue Unicamente de
levaduras, las cuales tras su examen a microscopio presentaron una
morfologia similar en todos ellos. Una vez observado el crecimiento en los
diferentes medios, se procedid a realizar el recuento. En la Tabla 3 se
expresan los resultados obtenidos a través del recuento del crecimiento
microbiano en medio YPD. En los casos en los que el recuento de la poblacion

de levaduras es inferior a 10° UFC/ml, la poblacion de levaduras no es
significativa, segun las pautas propuestas en la resolucion de la OIV/IOENO
206/2010.

Tabla 3. Recuento de la poblacion microbiana de levaduras en el medio YPD

CON NUTRICION SIN NUTRICION
(UFC/ml) (UFC/ml)
Ta
Control M.1 M.2 Control M.1 M.2
4°C * >3x 10%£0,7x 102 | 1,7x 10%£0,9x 10? | 1,8x 10%+0,6x 10> | >3x 10%£0,7x 10 | >3x 10%+0,7x 102
AMBIENTE * 1x 10%0,7x 10?2 | 2,1x 10%+0,8x 10? * 2,2x 10%£0,7x 10? | 1,7x10%£0,6x 102

Control (con y sin nutricién), M.1 (con y sin nutricién) y M.2 (con y sin nutricion). * No
significativo

Tras analizar los datos representados en la tabla 3, se puede hablar de
dos factores clave que marcan la diferencia en el crecimiento de la poblacién
microbiana en los diferentes medios.
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En primer lugar, los diferentes vinos embotellados permanecieron
conservados a 4°C durante nueve meses, lo que indica que la poblacion que
esta presente en los distintos ensayos elaborados, es la poblacion residual
presente tras finalizar la fermentacion alcohdlica, por lo que los 9 meses de
conservacion a 4°C no han sido suficientes para inhibir las levaduras en su
totalidad. La exposicibn a temperatura ambiente y a 4°C de estos vinos no
muestra cambios significativos en la poblacién de levaduras, debido a que el
desarrollo microbioldgico no se ha visto influido.

En los datos representados, se puede comprobar que la poblacion de
levadura control ha sido inferior a la de las levaduras experimentales, por lo
gue el crecimiento ha sido mayor en el caso de las ultimas, quedando mas
poblaciéon microbiana residual.

Por otro lado, respecto al vino terminado, que fue congelado una vez
finalizada la fermentacién alcohdlica, no aporta datos significantes, ya que a
temperaturas bajo cero no se posibilita el crecimiento microbiano en los vinos,
por lo que al no haber crecimiento, no se realizé un andlisis microbioldgico a
los 9 meses.

4.3. ANALISIS DE LOS PARAMETROS FISICOQUIMICOS

En las siguientes tablas (tabla 4 y 5) se muestran los valores obtenidos
de los diferentes andlisis realizados a los vinos, teniendo en cuenta la
temperatura de conservacion y la presencia/ausencia de nutricion.

Los parametros que determinan la idoneidad del mosto y del vino, de
acuerdo a los estandares de legalidad y la calidad del vino finalizado, son el
azucar, la densidad, el grado alcohdlico, el pH, la acidez total, la acidez volatil,
el anhidrido sulfuroso vy el color (Jackson & Lombard,1993).

Se realiz6 un analisis estadistico mediante andlisis de varianza
(ANOVA) con los datos obtenidos de los analisis de los vinos.. El objetivo
principal fue comprobar la existencia de diferencias estadisticamente
significativas entre los diferentes parametros fisicoquimicos estudiados en el
vino.

El vino terminado se conservd congelado hasta su analisis, 1o que pudo
provocar modificaciones en los valores obtenidos de algunos parametros, como
son el pH o la acidez total tras la conservacion. Se han encontrado diferencias
estadisticamente significativas tanto en los ensayos de vino terminado como en
los ensayos de vino conservado a 4°C y temperatura ambiente, en los
siguientes parametros: acidez total, acidez volatil y pH.

En el presente estudio solo se valorardn estos tres parametros
fisicoquimicos debido a que el resto de parametros no nos aportan diferencias
significativas.

A continuacion, se explican los resultados obtenidos de cada uno de los
parametros analizados, teniendo en cuenta, tanto el tipo de levadura empleada
en cada elaboracion, como la temperatura a la que fueron conservados los
diferentes ensayos y la adicion o no de nutricion nitrogenada al medio.
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RESULTADOS ANALITICOS DE VINO TERMINADO Y VINO CONSERVADO A 4°C

Tabla 4. Resultados analiticos significativos entre vino terminado y vino conservado a 4°C.

Con nutricién

Sin nutricién

Pardmetros
fisicogquimicos

Temperatura de
conservacion

Control

M.1

M.2

Control

M.1

M.2

ACIDEZ TOTAL

Vino terminado

5,3+0,18a

4,9 +0,08a

4,9 +0,09a

4,8 +0,09b

5,4 £0,09b

4,7+0,10a

(9/L THy) Vino a 4°C 5,340,152 4,6 0,12a 461010a | 53%0,10a | 4,8010a | 4,6£0,05a
ACIDEZ Vino terminado 0,080,05a | 007:0005a | 0,07#0,10a | 0,19:0,05d | 0,08#0,2a | 0,08%0,001a
VOLATIL

(g/L a. acético)

Vino a 4°C

0,08+0,004a

0,08 +0,05a

0,08 +0,01a

0,1+0,004b

0,1 +0,05b

0,1+0,005b

pH

Vino terminado

3,26+0,6a

3,48+0,45¢c

3,27+0,85a

3,15+0,09a

3,15+0,09a

3,24+0,06b

Vino a 4°C

3,2+0,19ab

3,27+0,03a

3,32+0,04ab

3,2+0,04a

3,33+0,02b

3,230,11a

Control (con y sin nutricién), M.1 (con y sin nutricién) y M.2 (con y sin nutricién).Letras diferentes
dentro de un mismo parametro fisicoquimico significa diferencias estadisticamente significativas

(p<0,05).

En la tabla 4 se expresan los resultados obtenidos de las analiticas
efectuadas a los vinos, tanto conservados a 4°C, como vino terminado. El
andlisis de los resultados se centrard en observar las posibles diferencias
significativas en los siguientes parametros: acidez total, acidez volatil y pH.

Los resultados obtenidos de la acidez total en los diferentes ensayos
muestran diferencias significativas en los vinos elaborados en presencia o
ausencia de nutricibn. Se aprecian cambios significativos entre el vino
terminado y el vino conservado a 4°C de temperatura. El vino terminado ha
podido dar lugar a la formacion de un precipitado de acido tartarico debido a la
baja temperatura a la que se conservd, pudiendo provocar diferencias en los
resultados obtenidos entre los diferentes vinos. Segun Vejnar (1971) en sus
estudios demuestra que la precipitacion de acido tartarico es muy comuan en
vinos que no han sido estabilizados por frio en momentos previos a su
almacenaje.

Los resultados obtenidos muestran niveles bajos de acidez volatil en
vino terminado. Asimismo, el vino conservado a 4°C, presenta diferencias
significativas respecto los resultados obtenidos de acidez volatil de vino
terminado, viéndose un ligero aumento en los que no llevaban incorporacion de
nutrientes en el medio, ya que la levadura ha podido necesitar mas cantidad de
nutricion nitrogenada para desarrollarse y transformar el azlcar en etanol, por
lo que ha podido tomar una ruta metabdlica alternativa, generando productos
secundarios indeseados, provocando un ligero aumento en el contenido de
acido acético.
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Cabe destacar la posible influencia del tipo de levadura empleada en la
subida de acidez volatil, segun autores como Hidalgo (2019) las levaduras son
capaces de formar cantidades apreciables de acido acético durante la
fermentacion alcohdlica a través de dos vias bioquimicas, en primer lugar a
partir de acido pirtvico y en segundo a partir del acetaldehido, por lo tanto las
levaduras que forman menos concentracién de acido acético es debido a que
sintetizan mayor cantidad de acido piravico.

Por ultimo el pH presenta diferencias significativas entre los resultados
obtenidos de vino terminado y vino conservado a 4°C, se debe de tener en
cuenta que el parametro de la acidez total va altamente relacionado con el pH,
y en este caso un descenso en el contenido de acido tartarico ha provocado un
incremento en el valor del pH, por ello, los resultados entre ambos vinos
presentan variaciones estadisticas entre ellos.

ACIDEZ TOTAL

b . aa
| . - a a b a
. T =VINO
T ~—  TERMINADO
| ~ LVINO
] — CONSERVADO
A 4°C

control/nut control M.1/nut M.1 M.2/nut M.2

Acidez total (g/L de a.tartarico)
o [l N w » (6] (o))

Figura 3.Valores medios de acidez total en vino terminado y vino conservado a 4°C.

Se puede comprobar en la figura 3 y en la tabla 5, que los resultados
obtenidos muestran diferencias significativas entre los ensayos, debido a que al
permanecer un periodo de tiempo largo a temperaturas bajas, ha dado como
resultado valores similares en este parametro, la precipitacién de bitartrato
potasico ha podido influir en la cantidad de acido tartarico y pH del medio.

Los valores obtenidos son validos en vino blanco, ya que se encuentran
en torno los 5 g/L- 6 g/L, aun asi es deseable que los valores sean un poco
mas altos. Otros autores en sus estudios afirman que los valores del vino
fluctan generalmente entre 6,0 y 7,0 g/L de &cido tartarico (Oreglia et al.,
2000).
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Figura 4. Valores medios de pH en vino conservado a 4°C y vino a temperatura ambiente.

Los valores de pH van altamente relacionados con la cantidad de acido
tartarico y mdlico que contiene el medio, una reduccion y/o descenso de este
altimo pardmetro implica un aumento del pH, como se puede observar en la
figura 5.

Ambos factores son importantes para mantener la calidad del vino, por
lo que es importante destacar que los vinos, es aconsejable que posean
valores de pH mas bajos y un contenido en acido tartarico mayor, para asi
evitar posibles contaminaciones bacterianas, y mejorar la efectividad de
compuestos como el anhidrido sulfuroso. Estando de acuerdo con los
resultados obtenidos por Santamaria et al., 2005 en los que pH inferiores han
proporcionado una mayor estabilidad microbiolégica.
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Figura 5. Valores medios de acidez volatil en vino terminado y vino conservado a 4°C.
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Los resultados que se muestran en la figura 7 presentan unos niveles
bajos de acido acético, debido a las temperaturas bajas a las que se mantuvo
el vino durante 9 meses, ya que las bajas temperaturas ralentizan la
proliferacién microbiana en el vino.

También destacar que los ensayos que no han contado con nutricion
han presentado valores de acidez volatil ligeramente mas altos, debido a que al
no tener nutriciébn nitrogenada ha provocado la formacion de acidez volatil, ya
que las condiciones durante la fermentacién alcohdlica han sido mas
complicadas para las levaduras.

Se observan valores mas altos en el contenido de acido acético en vino
conservado a 4°C que en vino terminado, pudiendo deberse a una posible
alteracion microbiolégica que conlleva un aumento de las temperaturas,
teniendo en cuenta que las levaduras presentes en el medio han podido
producir acido acético como metabolito secundario debido a que las
condiciones de fermentacién en botella ha podido favorecer la producciéon de
acido acético ya que las condiciones fueron adversas.

Por ultimo, destacar que el tipo de levadura utilizada en cada caso ha
podido influir en la produccién de acido acético durante la fermentacion
alcohdlica, pese a que en los resultados obtenidos no se ven claras diferencias
entre una levadura u otra, otros estudios afirman que en vinos con baja carga
microbiana, que no han sido contaminados por bacterias del acido acético, la
mayor parte de la acidez volatii que contiene el vino es resultado de la
fermentacion alcoholica del mosto por las levaduras y depende de la especie
utilizada (Millan y Ortega et al., 1999).

RESULTADOS ANALITICOS DE VINO CONSERVADO A 4°C Y TEMPERATURA
AMBIENTE.

Tabla 5. Resultados analiticos significativos entre vino conservado a 4°C y a T ambiente.

Con nutricion Sin nutricion
Parametros Temperatura de
- aramer P a Control M.1 M.2 Control M.1 M.2
flSIGDqLIImIGO'S conservacion
ACIDEZ TOTAL Vino T8 ambiente 552011a 47 0,163 470,093 480,006 | 52:007b | 46+09a
(g/L THy) Vino a 4°C 5.3+0,15a 46 +0,12a 4,6+0,10a 5320102 | 4.820,10a | 46+0,05a
ACIDEZ VOLATIL Vino T8 ambiente 0,19:0,11d | 0,08+0,0053 0,070,102 | 0,1720,10d | 0,07:023a | 0,080,012
(g/L a. acético) Vino a 4°C 0,08+0,004a | 0,080,053 0,08:0,01a | 0,10,004b | 0,120,056 | 0,1+0,0050
H Vino T2 ambiente 339:045a | 3,52+0,027b 371:018b | 3,53:0,024c | 3.67+0,05c | 3,24+0,06b
p
Vino a 4°C 32:019ab | 3,27+0,03a 332:0,04ab | 3.2:004a | 3.23:002b | 3.23:0Ma

Control (con y sin nutricién), M.1 (con y sin nutricién) y M.2 (con y sin nutricién). Letras diferentes
dentro de un mismo parametro fisico-quimico significa diferencias estadisticamente significativas
(0<0.05).
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En la tabla 5, se encuentran los resultados obtenidos entre las analiticas
de los vinos conservados a 4°C durante 9 meses y 21 dias ,y vinos
conservados a temperatura ambiente, los cuales pasaron 9 meses
conservados a 4°C, y pasaron 21 dias expuestos a 21°C . Por lo que los
resultados que nos pueden resultar de interés tras ser sometidos a un estudio
estadistico son los siguientes: acidez total, acidez volatil y pH.

La acidez total presenta diferencias estadisticas significativas entre los
ensayos control y M.1 sin nutricién, esto ha podido deberse a que los vinos
conservados durante 21 dias a temperatura ambiente muestran un aumento de
pH mucho mayor en comparacion con los vinos conservados a 4°C, esto se
puede deber a cambios producidos por una posible actividad microbiana. A
mayores tener en cuenta que la concentracion de 4cido tartarico disminuye al
aumentar el pH, coincidiendo con otros autores en sus estudios, en los cuales
muestran en sus ensayos realizados una clara disminucion de la acidez total
junto con un aumento del pH (Ribeiro et al., 2009).

Otro de los factores que han mostrado diferencias significativas es la
acidez volatil, los vinos conservados a temperatura ambiente mostraron una
subida en los valores en comparacion con el vino conservado a 4°C, esto se
puede deber a la presencia de bacterias acéticas, que, aunque a la hora de
observar las placas no parecian haber proliferado, han podido estar presentes,
provocando un aumento en este compuesto al desarrollarse con mas facilidad
a temperaturas altas. Como indican en otros trabajos, la presencia de bacterias
en el medio, al finalizar la fermentacion alcohdlica, puede aumentar el
contenido de acido acético y formar compuestos indeseables (Seguin Moreau

et al., 2011).
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Figura 6. Valores medios de acidez total en vino conservado a 4°C y vino a temperatura
ambiente.

Los datos representados en la figura 4 muestran los resultados
analiticos correspondientes a vino conservado a 4°C y vino a temperatura
ambiente, estos no presentaron diferencias significativas importantes, pero si
unos valores ligeramente mas altos en vino conservado a 4°C.
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Es muy importante destacar la relacién que presenta la acidez total y el
pH, ya que a mayor pH los valores de acidez total tienden a disminuir, y
viceversa. Aparte de la importancia de dicha relacion, podemos comprobar que
presenta diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 7. Valores medios de pH en vino conservado a 4°C y vino a temperatura ambiente.

La figura 6 se muestra que el pH es mas bajo en vino conservado a
temperatura ambiente que el obtenido en los vinos conservados a 4°C, es
importante destacar que el descenso de la acidez total ha podido provocar un
aumento en el pH, en otros estudios realizados demuestran que la reduccién
de &cido tartarico puede dar como resultado un incremento del pH tanto en
mosto, como en vino (Gamez et al., 2018).
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Figura 8. Valores medios de acidez volatil vino conservado a 4°C y vino a temperatura

ambiente.
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La acidez volatil entre vino conservado a 4°C y vino conservado a
temperatura ambiente, muestra diferencias significativas importantes entre
ellos. La acidez volatil en vino conservado a temperatura ambiente sufre un
aumento importante, esto es debido a que pese haber estado 9 meses
conservado a 4°C, la exposicién durante 21 dias a temperatura ambiente ha
podido permitir la proliferacion de bacterias en el medio, provocando un
aumento en el contenido de acido acético en los vinos, segun otros estudios se
puede llegar a formar acido acético de forma anormal en caso de alteraciones
de los vinos (Peynaud et al., 1984).

Destacar que durante la conservacion a temperatura ambiente la
posible proliferacién bacteriana ha podido provocar la oxidacion del etanol que
contiene el vino a 4cido acético, o incluso este acido acético ha podido llegar a
formarse durante reacciones quimicas en el proceso de la fermentacion
alcohdlica, como indica en sus estudios (Mareca et al., 1983).

De la misma forma la nutricién nitrogenada ha influido directamente, los
vinos que no llevaban dicha incorporacion presentan mas cantidad de acido
acético que los ensayos que llevaban incorporada la nutricién nitrogenada, por
lo que como indica Giudici, 1992a otros factores que influyen directamente a la
formacion de acido acético en el medio son, la cantidad de azlcares presentes
y la concentracién de materia nitrogenada durante la fermentacién alcohdlica.

4.3.1. ANHIDRIDO SULFUROSO TOTAL
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Figura 8. Expresion de los valores medios de anhidrido sulfuroso total en vino terminado.

La determinacion del contenido de anhidrido sulfuroso se realizé en los
vinos terminados para conocer la concentracion disponible de este compuesto
una vez pasado el periodo de tiempo de 9 meses, y determinar la posible
influencia que ha podido provocar la ausencia de incorporacion del mismo.

Los valores obtenidos del anhidrido sulfuroso total en vino terminado,
mostraron valores muy bajos, por lo que el medio pudo estar desprotegido
frente a ataques microbiolégicos o posibles contaminaciones, el vino al
congelarse una vez embotellado, pudo prevenir dicha proliferacion microbiana.
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La cantidad presente de anhidrido sulfuroso, también ha podido verse
afectada por otros factores, como indica Caldentey et al., 1994 en sus estudios,
ya que la capacidad productora de anhidrido sulfuroso puede verse afectada
por otros factores, como son la nutricion, la temperatura de conservacion, la
glucosa...reflejandose dicha influencia en los resultados analiticos.

5. CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en el presente estudio se llegaron a las siguientes
conclusiones:

e La ausencia/presencia de nutricibn incorporada en el medio
provoco diferencias significativas en las cinéticas fermentativas a
lo largo del proceso de fermentacidon alcohdlica, mostrando
diferencias entre las cepas de levadura que precisaban el aporte
de nutricion nitrogenada y las que no.

e La falta de adicién de anhidrido sulfuroso respecto la poblacion
microbiana de los diferentes ensayos no ha mostrado evidencias
en los resultados obtenidos, viéndose més influenciada dicha
poblacion por la temperatura de conservacion y la incorporacién
0 ausencia de nutricion nitrogenada al medio.

e La ausencia de anhidrido sulfuroso en los vinos conservados a
4°C no ha influido en los diferentes parametros que conforman
el vino, pero estos si han tenido una estrecha relacion con la
incorporaciéon de nutricion nitrogenada al medio, ya que su
ausencia puede originar problemas en el desarrollo de la
poblacion de levaduras dando lugar a la formacion de productos
no deseados como en este caso, el aumento en el contenido de
acido acético. Por otro lado depende del tipo de cepa utilizada
en la elaboracion, ya que ha podido influir en la formacion de
distintos compuestos, en este caso, segun los resultados
obtenidos un aumento en la acidez volatil.

e La ausencia de anhidrido sulfuroso en los parametros analiticos
tras someter el vino a temperatura ambiente, respecto al
conservado a 4°C no ha provocado diferencias entre los
resultados obtenidos. En el caso del contenido de &cido acético,
ha sido mayor en los vinos conservados a temperatura
ambiente, ya que la exposicién a dicha temperatura ha podido
influir directamente en su concentracion, a mayores estos
cambios dependen directamente de la incorporacion o ausencia
de nutricibn nitrogenada, ya que es un factor que influye
directamente en el contenido de este compuesto.

e La influencia de temperatura ha provocado cambios en los
distintos pardmetros (pH, acidez total y acidez voléatil) de los
diferentes ensayos.
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