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RESUMEN

El estado de Querétaro cuenta con 300 ha establecidas de vifiedos, sin embargo, el
crecimiento de la industria vitivinicola regional se ha visto limitado debido, entre otros, a la
falta de identidad de sus vinos y a las condiciones climaticas desfavorables que propician un
desbalance en el contenido de azlcares y acidez en el fruto, lo que dificulta la obtencion de
vinos de buena calidad. Entre las alternativas de solucidn se encuentra la utilizacion de cepas
de levaduras nativas que propicien la obtencion de vinos de calidad y con mayor grado de
tipicidad. El objetivo del presente trabajo fue evaluar las caracteristicas fisicas, quimicas y
sensoriales de vinos obtenidos con levaduras enoldgicas seleccionadas en Querétaro,
México. Se utilizaron dos cepas de levaduras: N-5 (Saccharomyces cerevisiae) y NB-39
(Hanseniaspora uvarum) y los vinos fueron elaborados con mostos de las variedades
‘Chardonnay’ (blanco) y ‘Merlot” y ‘Syrah’ (tintos). En todos los casos se lograron
fermentaciones completas con densidades menores a 1.0 g/ml. En los vinos de ‘Chardonnay’
solo hubo diferencias en la intensidad colorante, la cual se incrementé en presencia de
NB-39 (1.05 vs. 0.95 en su ausencia). Con respecto a los vinos tintos se observa un mayor
pH en la variedad ‘Syrah’ que en ‘Merlot’ (3.66 vs. 3.52, respectivamente) y una mayor
acidez volatil (0.23 vs. 0.21 g/l de &c. acético, respectivamente). EI mayor grado alcohdlico
se obtuvo con la cepa testigo K-1 (Saccharomyces cerevisiae) (11.23 vs. 11.05 °GL con N-5)
y con el cultivar ‘Syrah’ (11.32 vs. 10.96 °GL en ‘Merlot’). La variedad ‘Merlot” mostro el
mayor contenido de glicerol (3.49 vs. 3.34 g/l en ‘Syrah’). La intensidad colorante resulto
mayor con el empleo de K-1 (12.33 vs. 11.77 con N-5), en ausencia de NB-39 (12.48 vs.
11.63 en su presencia) y en el cultivar ‘Merlot’ (12.93 vs. 11.17 en ‘Syrah’). Respecto a los
analisis sensoriales, en la prueba heddnica no estructurada de vinos blancos, el testigo
comercial fue mejor calificado en el aspecto general que los tratamientos con levaduras (7.3
vs. 4.0 a 5.5, respectivamente en una escala de 0 a 10) y fue preferido por los jueces en la
prueba de Kramer. Con respecto a los vinos tintos, en el aspecto general no se observaron
diferencias entre ninguno de los tratamientos con levaduras y el testigo (5.3 a 5.5 en ‘Merlot’
y 5.1 a 5.6 en ‘Syrah’ vs. 5.5 en el testigo en ambas variedades), aunque en la prueba de
Kramer los vinos de la variedad ‘Merlot’ obtenidos con la combinacion de las cepas nativas
N-5 y NB-39 fueron preferidos en los aspectos gustativo y general. Se concluye que el
empleo de las cepas nativas seleccionadas N-5 y NB-39 es factible tanto en vinos blancos
como tintos por su capacidad de dar vinos comparables a aquellos obtenidos con una cepa
comercial.

Palabras clave: Levaduras nativas seleccionadas, Saccharomyces cerevisiae,
No-Saccharomyces, produccién de vino, tipicidad.



SUMMARY

Queretaro state in México counts on 300 ha of established vineyards, nevertheless,
growth of regional wine industry has been stopped due to a lack of identity of its wines and
to no favorable climatic conditions causing an imbalance in sugar and acidity contents of
fruits which makes difficult the production of quality wines. An alternative could be the
utilization of native yeast strains promoting the elaboration of quality wines with a higher
degree of tipicity. The aim of this study was to evaluate the physical, chemical and sensory
characteristics of wine obtained with enological yeast selected in Queretaro, México. Two
yeast strains: N-5 (Saccharomyces cerevisiae) and NB-39 (Hanseniaspora uvarum) were
used and wines were elaborated with musts from ‘Chardonnay’ (white wine) and ‘Merlot’
and ‘Syrah’ (red wines). Complete fermentations were achieved in every case with densities
lower than 1.0 g/ml. In wines from ‘Chardonnay’ only differences in color intensity were
obtained, which increased in presence of NB-39 (1.05 vs. 0.95 in its absence). Concerning
red wines, a higher pH was obtained in ‘Syrah’ than in ‘Merlot’ (3.66 vs. 3.52, respectively)
as well as a higher volatile acidity (0.23 vs. 0.21 g/l acetic acid, respectively). The highest
alcoholic degree was obtained with the S. cerevisiae control strain K-1 (11.23 vs. 11.05 °GL
with N-5) and with cultivar ‘Syrah” (11.32 vs. 10.96 °GL in ‘Merlot’). ‘Merlot’ variety
showed the highest glycerol content (3.49 vs. 3.34 g/l in ‘Syrah’). Color intensity was higher
when K-1 was employed (12.33 vs. 11.77 with N-5), in absence of NB-39 (12.48 vs. 11.63
with NB-39 present) and in the cultivar ‘Merlot’ (12.93 vs. 11.17 in ‘Syrah’). With reference
to sensory evaluations, in the non structured hedonic test concerning Chardonnay wines,
commercial control wine obtained the highest qualification in the general aspect as
compared with all the wines from yeast treatments (7.3 vs. 4.0 to 5.5, respectively in a 0-10
scale) and was also preferred by the jury in the Kramer test. Regarding red wines, no
differences between yeast treatments and control were observed in the evaluation of the
general aspect of wines (5.3 to 5.5 in ‘Merlot’ and 5.1 to 5.6 in ‘Syrah’ vs. 5.5 obtained by
the control in both varieties), but in the Kramer test, ‘Merlot’ wines obtained with the
combination of the native strains N-5 and NB-39 were preferred in the taste and in general
aspects. We conclude that the utilization of the native selected yeast strains N-5 y NB-39
leads the production of red and white wines which are comparable to those obtained with
commercial strains.

Palabras clave: Native selected yeasts, Saccharomyces cerevisiae, No-Saccharomyces, wine
production, tipicity.
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. INTRODUCCION

El vino es el alimento natural obtenido exclusivamente por la fermentacion
alcohdlica parcial o total del mosto de uva, llevada a cabo por las levaduras (Unwin, 1996).
Entre los factores que definen sus cualidades finales se pueden sefialar el cepaje, el clima, el
suelo, el proceso de vinificacion y el tipo de levadura que lleva a cabo la fermentacion
(Van Leeuwen et al., 2007).

Paises como Espafa, Francia, Italia y Alemania cuentan con una larga tradicién
vitivinicola y niveles de consumo superiores a 40 | al afio por habitante, mientras que en
México el consumo per capita en 2009 fue de s6lo 500 ml (OIV, 2014a) equivalentes a
575 mil hl, de los cuales se import6 mas de 67%. Entre los estados productores mas
importantes en el pais se encuentran Baja California, al norte, y Aguascalientes, Guanajuato
y Querétaro, en el centro. Este ultimo cuenta con 300 ha de vifiedos ubicados en los
municipios de Ezequiel Montes, Tequisquiapan, San Juan del Rio y EI Marqués destinados
en su mayoria a la produccion de vinos de mesa (AVQ, 2014).

Entre los principales factores que limitan el desarrollo de la industria vitivinicola en
el estado se encuentran la falta de conocimiento en el manejo del cultivo, los procesos de
vinificacién poco controlados, los elevados costos de produccion y la presencia de bajas
temperaturas y lluvias durante la cosecha (AVQ, 2011).

Asi, los vinos producidos en general no cubren con las expectativas del consumidor,
ademas, la relacion entre la calidad y el precio coloca en desventaja al vino nacional
comparado con los vinos importados, por lo que el productor estatal compite
desfavorablemente pues la actividad resulta poco rentable.

Como alternativas de solucion se tiene el implementar técnicas agronomicas
adecuadas, estandarizar los procesos de vinificacion e incrementar las ganancias para los
productores, lo cual puede impulsarse si se logra que los vinos queretanos se distingan por su
originalidad y por poseer caracteristicas tipicas de la region. Estudios relativamente recientes
en diversos paises han demostrado que uno de los principales factores que tienen influencia
sobre la tipicidad del vino es la levadura utilizada para la fermentacion
(Vazquez et al., 2005).



Las levaduras son hongos microscopicos unicelulares, principales responsables de
la fermentacion alcoholica, proceso en el cual los azlcares son transformados principalmente
a alcohol etilico y gas carbénico (Guilliermond, 1920). La especie de levadura mas
importante  durante la fermentacion alcohoOlica es Saccharomyces cerevisiae
(Fugelsang y Edwards, 2007), aunque recientemente se ha puesto especial interés en otras
especies denominadas en su conjunto como “no-Saccharomyces”.

Las levaduras enologicas pueden tener diversos origenes, a saber
(Bisson y Joseph, 2009): 1) cepas nativas sin seleccionar de la microbiota presente en la
epidermis de la uva, las cuales, si bien aportan tipicidad, dificilmente permiten una
fermentacion controlada, 2) la levadura seca activa o liofilizada que se encuentra en el
comercio, con la cual se controla la fermentacion pero el vino obtenido es poco original pues
que no ha sido desarrollada exclusivamente para una region especifica y 3) la levadura
nativa seleccionada.

La utilizacion de levaduras nativas seleccionadas presenta multiples ventajas, por
un lado, al igual que la levadura comercial, permite que el proceso de fermentacion se lleve a
cabo de manera completa, controlada y homogénea a lo largo de los afios; por otro lado, con
respecto al uso de la levadura comercial, este procedimiento se distingue por su capacidad de
mantener el balance y la composicion particular que aporta la levadura nativa sin
seleccionar, pero sin los riesgos de alteracion asociados a esta Gltima. Lo anterior permite
garantizar tanto la obtencion de un vino tipico y original, como la posibilidad de producirlo
afio tras afo.

La seleccion de levaduras nativas es, por tanto, un avance que debe obtenerse a
nivel regional. A este respecto, en Querétaro se han iniciado estudios a nivel laboratorio
tendientes a seleccionar levaduras nativas tanto Saccharomyces como no-Saccharomyces
provenientes de vifiedos locales, habiéndose identificado algunas cepas prometedoras por su
capacidad para producir etanol, su tolerancia al anhidrido sulfuroso, efecto Killer y su
eficiencia de conversion de azucar en alcohol, sin embargo, resulta necesario evaluar las
bondades del uso de estas levaduras a escala semicomercial.

Es por ello que el objetivo del presente trabajo fue evaluar las principales
caracteristicas fisicas, quimicas y sensoriales de vinos obtenidos a partir de levaduras

seleccionadas previamente en vifiedos de Querétaro utilizando uva producida en la region.



Il. ESTUDIO BIBLIOGRAFICO

2.1 Generalidades sobre la vid
2.1.1  Antecedentes historicos
La vid es uno de los cultivos mas antiguos de los que se tiene evidencia, pertenece a
la familia Vitaceae y al género Vitis (Prince y Prince, 1830). No se conoce su origen exacto
pero se piensa que pudo haber sido en algdn lugar entre Turquia, Armenia e Iran, cerca del

Caucaso.

Las variedades silvestres se desarrollaron en toda la franja central del hemisferio
norte. En América la vid evolucion6 dando origen a la especie V. labrusca y en Europa la
propagacion vegetativa y el mejoramiento genético tradicional permitieron el predominio de

la especie domesticada V. vinifera y la aparicion de multiples cepajes (Toussaint, 2009).

Con base en los vestigios arqueologicos la diseminacion del cultivo de la vid,
tratese de especies silvestres o bien de V. vinifera, no se ha asociado a la elaboracion de
vino, siendo desconocido su lugar de origen (Unwin, 1996). Se cree inicié en el neolitico,
periodo del cual se han encontrado vasijas con residuos de acido tartarico que sélo pudieron
haber provenido de la elaboracion de vino (Pellechia, 2006) y la presencia de remanentes de
semillas de uva. El registro mas antiguo del que se tiene conocimiento esta ubicado en las

montafias Zagros, al noreste de Iran, entre los afios 5400 y 5000 a. de C (Estreicher, 2006).

El consumo de vino se extendié hacia Egipto de donde proviene el Shedeh, a su
vez, los fenicios lo llevaron a Grecia y de ahi pasé a Roma y al resto de Europa occidental
(Lutz, 1922). Con la conquista, la vid europea y la vinicultura fueron introducidas a México

para de ahi extenderse hacia Perd, Chile y Argentina (Amerine y Singleton, 1977).

En México la vitivinicultura prosper6 con rapidez, llegando a significar
competencia para los vinos espafioles por lo que, en 1531, la Corona Espafiola emitié un
decreto por el cual se prohibia establecer méas vifiedos; esto provocd la caida de dicha
agroindustria en nuestro pais y seria la primera de muchas fluctuaciones en la vitivinicultura

mexicana (Sanchez, 2007).



2.1.2 Importancia del cultivo
2.1.2.1 Mundial
De acuerdo con la Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino (OlV, 2014a), la
produccién mundial de uva en 2011 fue superior a 695 millones de toneladas, siendo los
principales productores Italia (= 71 millones Ton), Francia (= 65 millones Ton) y Espafa
(=56 millones Ton). En  América los principales productores son EE.UU.
(= 67 millones Ton), Argentina (= 30 millones Ton) y Chile (= 29 millones Ton).

2.1.2.2 Nacional

Para México se tienen reportadas alrededor de 29,000 ha de vifiedo con una
produccidn que rebasa 281 mil toneladas de las cuales casi 200 mil se destinan a consumo en
fresco, mil a uva pasa y el resto a la obtencién de bebidas (OIV, 2014a)

Los estados productores de uva para vino son Baja California, Coahuila,
Aguascalientes, Zacatecas, Querétaro, Guanajuato y Chihuahua, abarcando Baja California
80% vy el resto a los demaés estados (SAGARPA, 2012).

2.1.2.3 Regional

Querétaro cuenta con aproximadamente 300 ha establecidas de vifiedos en
produccién en los municipios de Ezequiel Montes, EI Marqués, San Juan del Rio y
Tequisquiapan destinados mayoritariamente a la produccion de vino (SEDEA, 2013;
AVQ, 2014). En 2012 se obtuvo un total de 1,829 ton de uva entre todos los municipios
excepto El Marqués (SEDEA, 2012).

2.1.3 Botanica
2.1.3.1 Taxonomia y cepajes

La familia Vitaceae posee 15 géneros botanicos, entre ellos Vitis (Cuadro 2.1). Este
altimo incluye dos subgéneros que algunos autores consideran como géneros
independientes: Euvitis, (38 cromosomas) o de la vid verdadera y Muscadinia
(40 cromosomas) (Galet, 1983; Salazar y Lépez, 2006); a su vez, Euvitis se encuentra

dividido en 11 series, estando Vitis vinifera ubicada en la décimo primera (Galet, 1983).



América es el centro de origen de otras muchas especies de Vitis, algunas de las
cuales cuentan con variedades o son progenitoras de hibridos que, aun en la actualidad, se
cultivan en el Este de los EE.UU. y en muy pocas zonas en Europa, tal es el caso de
V. labrusca. Sin embargo, actualmente, el principal uso de estas especies es el de servir
como portainjertos de variedades productoras de Vitis vinifera gracias a la capacidad de
algunas de ellas, como V.riparia, V. rupestris y V. berlandieri, para resistir a la filoxera y/o a
algunos nematodos (Larrea, 1978; Galet, 1983).

Vitis vinifera incluye diversas variedades: blancas, rosadas y negras tanto para vino
como para mesa, siendo la Unica especie de origen europeo cuyo fruto es empleado
comercialmente. Se podria decir, sin embargo, que algunas cruzas interespecificas
accidentales o inducidas de V. vinifera con especies nativas americanas han producido
algunos cultivares utiles (Galet, 1985), especialmente los obtenidos a partir de V. riparia y
V. aestivalis cv. Lincecumii que estdn comprendidos dentro de los llamados hibridos
productores directos (HPD) entre los que se pueden mencionar ‘Baco noir’ y ‘Chambourcin’
(Jackson, 2014).

Cuadro 2.1 Taxonomia de la vid

Clasificacion Taxondmica

Dominio Eukaria
Reino Plantae
Subreino Viridaeplantae
Divisién Tracheophyta
Clase Dicotiledoneae
Subclase Rosidas
Orden Ramnales
Familia Vitaceae
Género Vitis
Especies V. vinifera (originaria de Europa)

Elaborado con base en Galet (1983), Mullins et al. (1992) y Cavalier-Smith (1998).

Los HPD son relevantes por su resistencia a plagas y enfermedades, sin embargo,
han sido descartados para su uso en la enologia europea por ser considerados de baja calidad

(Bouquet, 2011) y por el aroma conocido como “zorruno” asociado al contenido de



antranilato de metilo (Laguna-Lumbreras, 2003). Su distribucion actualmente esta casi
limitada a ciertas regiones de EE.UU. (Bouquet, 2011).

En América se han encontrado especies silvestres del género Vitis, como
V. labrusca, V. riparia, V. berlandieri, V. rupestris y V. caribeae y, particularmente en
México, V. bourgaeana. En un principio estas especies fueron utilizadas directamente como
portainjertos debido a su resistencia a la filoxera, posteriormente, en la busqueda por
adaptarlos a varios tipos de suelos, se realizaron diversas cruzas entre ellas y con V. vinifera
que dieron origen a una gran cantidad de hibridos aptos para su uso como portainjertos en
diferentes situaciones de suelo (Garcia, 1997).

Respecto a Vitis vinifera, el fruto se utiliza tanto para el consumo en fresco (uva de
mesa) como industrializado, ya sea para la obtencion de vinos, jugos y destilados, como para
la produccion de uva pasa. En este sentido, las variedades pueden clasificarse como de
propdsito tnico o de doble o triple propdsito, un ejemplo es ‘Moscatel’ que por su aroma se
emplea tanto para vinos como para consumo en fresco y pasa (Creasy y Creasy, 2009).

Aunque existen miles de cepajes y se siguen obteniendo mas, algunos de éstos han
ganado popularidad a través de los afios y son los mas conocidos a nivel mundial,
particularmente para la elaboracion de vinos. Se trata de los tintos ‘Cabernet Sauvignon’ (la
variedad mas cultivada), ‘Merlot’, ‘Pinot Noir’ y ‘Syrah’. De las variedades blancas, la mas
importante es ‘Chardonnay’, destacando también ‘Sauvignon Blanc’. (Small, 2009).

Sin embargo, se sabe que hay cultivares que se adaptan mejor a ciertas zonas siendo
éste uno de los principales criterios en las denominaciones de origen en paises como Francia

cuya regulacion en este sentido es muy estricta (Kerridge y Antcliff, 1999).

2.13.2 Anatomia

a)  Organos en general

La vid es una planta trepadora lefiosa, poligama, hermafrodita, rara vez dioica.
Cuenta con un tronco retorcido, sinuoso y agrietado con una corteza desprendible en tiras
longitudinales, los brazos del tronco portan los tallos del afio denominados pampanos si son
herbaceos o sarmientos si se encuentran lignificados. Estos tallos portan hojas simples
lobuladas, alternas y disticas, compuestas por peciolo y limbo y que en ocasiones pueden ser

palmadas compuestas. Yemas insertas en el nudo, por encima de la axila de insercion del



peciolo. Presenta zarcillos opositifoliares usualmente bifurcados, aunque también pueden ser
trifurcados o polifurcados, tienen la funcion de sujecion, por lo que s6lo permanecen los que
se enrollan y lignifican. Estipulas generalmente caducas. Inflorescencia en racimo opuesto a
la hoja (Hui y Wen, 2007; Lissarrague, 2008).

Las flores son pequefas y verdosas, hermafroditas, pentameras de tamafio reducido
y coloracion verde. Céliz entero o apenas dentado, en forma de platillo, sépalos pequefios,
pétalos soldados en caliptra. Estambres opuestos a los pétalos, bilobulados, constituidos por
un filamento y con dehiscencia longitudinal, abortivos y sin desarrollo en las hojas
femeninas. Ovario sUpero, bicarpelar, estilo alargado, estigma ligeramente expandido y
deprimido en el centro (Lissarrague, 2008).

b)  Elfruto

El fruto consiste de una baya globosa de dos células cuando es joven y unilocular
cuando es maduro, de tamafo y forma variable, mas o menos esférica u ovalada de 12 a 18
mm de diametro. Epicarpio membranoso y con epidermis cutinizada, elastico con color
variable de acuerdo a la etapa fenoldgica. Pulpa generalmente trasltcida con alto contenido
de azUcares, con cero a cuatro semillas ovoides o elipticas-ovoides, de base picuda, surco
abaxial, epidermis delgada y que contiene el albumen y el embrion (Hidalgo-Togores, 2011;
Hui y Wen, 2007; Lissarrague, 2008). Los granos se encuentran organizados en racimos,

unidos al raquis mediante un pedicelo individual (Figura 2.1) (Ribéreau-Gayon et al., 2006a)

Figura 2.1. Partes del racimo (Modificado de Ribéreau-Gayon et al., 2006a).



El raquis comprende un conjunto de haces vasculares que transportan el agua y los
nutrientes hacia la baya. La estructura del racimo depende de la longitud del pedicelo, si es
largo, el racimo sera suelto, si en cambio, el pedicelo es corto, el racimo serd compacto. Las
variedades empleadas para vinificacion generalmente pertenecen a este UGltimo tipo
(Ribéreau-Gayon et al., 2006a)

Por su interés en enologia, la uva puede dividirse morfolégicamente en tres partes

principales: el epicarpio, las semillas y la pulpa (Navarre, 1994) (Figura 2.2).

Pelicula

Tejido vascular

/ periférico

Léculo

Exterior
Intermedia | Pulpa
Central

Testa
Endospermo | Semilla

Embrién

Dorsal

Ventral Hacﬁ
— vasculares

Receptaculo
Pedicelo

Figura 2.2. Morfologia de la baya (Modificado de Kennedy, 2002).

El epicarpio o “pelicula” corresponde a aproximadamente 8% del peso de la baya y
estd constituida por una cuticula exterior impermeable formada de pruina, la cual le da
apariencia de estar cubierta por un velo; es impermeable y permite la adhesion de levaduras
y otros microorganismos. Al interior de ésta sigue una monocapa de células que conforman

la epidermis, bajo la cual se encuentra la hipodermis (Navarre, 1994).



La pelicula contiene taninos suaves Yy, salvo en las variedades tintoreras
(Boss y Davies, 2009), es en donde se encuentran todos los compuestos colorantes entre los
cuales se pueden identificar los antocianos que aportan a los vinos la coloracion roja
(incoloros en condiciones de elevada acidez) y las flavonas, responsables de las tonalidades
amarillas (Ribéreau-Gayon et al., 2006a).

Antocianos y taninos pueden combinarse entre ellos, dando como resultado una
sustancia compleja que permite la estabilidad del color pues el tanino protege a los
antocianos de la oxidacion (Amerine y Joslyn, 1970).

Asimismo, con excepcion de las variedades ‘Moscatel’ que las presentan también
en la pulpa, las sustancias odorantes estan confinadas en la hipodermis siendo las principales
alcoholes y sus ésteres, esencias aromaticas, y cuerpos terpénicos como el linalol
(Navarre, 1994).

Si bien tanto el tipo y la concentracion de sustancias colorantes
(Fournier-Level et al., 2009) como de sustancias aromaticas estdn determinados
genéricamente (Doligez et al., 2006), su balance y concentracion se ven influenciados por
las condiciones climaticas, de cultivo y el grado de madurez de la uva
(Jackson y Lombard, 1993).

Respecto a las semillas, éstas llegan a encontrarse hasta cuatro por baya, sin
embargo, suelen ser menos debido a la ausencia de fecundacién de uno o mas o6vulos. El
caracter “apireno” (ausencia total de semillas) puede tener origen genético y es muy buscado
en el caso de la uva de mesa y la uva pasa. Las semillas contienen de 5 a 8% de taninos
sumamente fuertes y de 10 a 12% de aceite. Se estima que un hectolitro de vino corresponde
a 0.5 | de aceite de semilla de uva (Navarre, 1994).

Finalmente, en enologia la pulpa es la parte mas importante de la uva pues seréa el
sustrato para la fermentacion alcohodlica. Esta formada de grandes células con paredes muy
delgadas, vacuolas que ocupan casi la totalidad de la célula. En la composicion de la pulpa
se pueden encontrar principalmente agua (70 a 78%) y azucares (10 a 25%), ademés de
acidos organicos tanto libres como combinados, minerales, compuestos pécticos y

nitrogenados (Ribéreau-Gayon et al., 2006a) (Cuadro 2.2).



Cuadro 2.2 Composicién quimica de la uva

Compuestos Porcentaje en la uva
Agua 70 — 78%
Azlcares (glucosa y levulosa) 10— 25%
Acidos organicos libres (tartarico y malico) 0.2-0.5%
Acidos orgéanicos combinados (bitartrato de potasio) 0.3-1.0%
Minerales 0.2-0.3%
Compuestos nitrogenados y pécticos 0.05-0.1%

Elaborado con base en Navarre (1994).

La composicion de la pulpa varia en funcion de la fraccion de que se trate, pudiendo
distinguirse tres partes principales, la central, rica en &acido malico, pero con baja
concentracion de azucares; la intermedia que contiene la mayor cantidad de azlcares y
presenta una mayor acidez que la parte central por la presencia de cido tartarico. Finalmente
en la zona periférica se encuentran minerales, enzimas, compuestos odorantes, mayor acidez

y menos azucares que en la zona intermedia (Figura 2.3).

Zona central
- Acido mabico
Azncares

Zona wiermedia
Ao ttanco
- AZlcmes

Zona perifénica
Polaz10
Oxdazas

- Aromas
* Ashingencsa

< AZcwes
Acidez

Figura 2.3. Distribucion de los compuestos en la pulpa (Modificado de Zoecklein, 2002).

Entre las principales enzimas que pueden encontrarse en la pulpa hay hidrolasas,

importantes en el metabolismo de las levaduras; proteasas que hidrolizan aminoacidos,
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protopectinasas que descomponen los complejos pécticos y la invertasa. Asimismo pueden
encontrarse vitaminas del grupo B, indispensables para la multiplicacion de las levaduras, y

la vitamina C que protege de la oxidacion (Navarre, 1994).

2.1.3.3 Fisiologia de la planta

La vid es una planta arbustiva, trepadora, de clima templado, caducifolia y perenne.
El desarrollo de la vid sigue un ciclo vegetativo interanual, pero cuando se encuentra en su
habitat natural, de clima mediterraneo, también sigue un ciclo vegetativo anual. EI primero
comprende cuatro periodos, siendo el primero el de crecimiento y desarrollo, en el que la
planta se desarrolla para adquirir su forma de conduccion adulta, durante esta etapa no hay
produccidn, ésta inicia aproximadamente después de tres afios. El desarrollo de la planta es
el segundo periodo, en el que ésta llega a su fase adulta y presenta una produccion creciente,
manteniéndose asi hasta 10 afios para alcanzar una estabilizacion en la produccion,
caracteristica del periodo productivo. Finalmente se presenta un decaimiento en la
produccién cuando la planta entra al periodo de envejecimiento o decrepitud
(Hidalgo, 2002).

a)  Ciclo vegetativo

Cada afio se suceden una serie de fases que comprenden el ciclo vegetativo anual de

la vid. Dichas fases son las siguientes (Reynier, 2002; Lissarrague y Baeza, 2008):

» Lloro: Se produce cuando la temperatura del suelo es lo suficientemente elevada para
que el sistema radical inicie su actividad, observandose la presencia de exudado en las
heridas producidas por la poda.

> Desborre: Las yemas se hinchan, se separan las escamas y la borra se hace visible.

» Crecimiento del pdmpano: Se da tanto en grosor como en longitud. El primero se
presenta también en madera de dos afios y en madera vieja. El crecimiento en longitud
inicia con el desborre y depende de la disponibilidad hidrica.

» Agostamiento: Es el proceso de lignificacion del pAmpano que garantiza la perennidad
de las yemas y la resistencia de la planta a las bajas temperaturas invernales, llegando a
soportar hasta -15 °C, las hojas caen y el metabolismo se reduce hasta entrar en un
periodo de letargo (Winkler et al., 1974).
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b)  Ciclo reproductivo

El ciclo reproductivo de la vid comprende tres procesos (Winkler et al., 1974;
Galet, 1983; Lissarrague y Baeza, 2008):
> Iniciacion floral: Es la formacion de la yema del fruto, se encuentra en funcion de

diversos factores. Inicia con la induccion floral seguida de la diferenciacién morfol6gica
de la inflorescencia, de las flores y de los 6rganos florales que culmina en la antesis
(Winkler et al., 1974).

> Floracion, polinizacion, fecundacion y cuajado: La floracion comienza con la apertura
de la corola por su base, liberdndose anteras, estilo y estigma
(Lissarrague y Baeza, 2008). En una misma cepa no todas las inflorescencias abren
simultaneamente, cosa que tampoco sucede dentro de una inflorescencia, por lo que la
floracion dura de tres a cinco dias. Al caer el grano de polen sobre el estigma absorbe el
agua que éste contiene y se hincha, lo que genera la formacién del tubo polinico
(Galet, 1983), éste avanza hacia el ovario hasta alcanzar al évulo y fecundarlo. La flor
comienza a transformarse en fruto. Se denomina cuajado a la transformacion del ovario
en fruto (Lissarrague y Baeza, 2008).

» Desarrollo y maduracion: Posterior al cuajado de la fruta comienza la division celular de
las paredes del ovario (Lissarrague y Baeza, 2008). El crecimiento y maduracién de la
baya, respecto a su tamafio, describe una curva doble sigmoidea (Figura 2.4). El periodo
de maduracion dura entre 40 y 50 dias, la baya incrementa su tamafio y cambia su
composicion, especialmente en cuanto a azUcares y acidos se refiere (Peynaud, 1984).
Respecto a los azucares, los mas importantes son la dextrosa (d-glucosa) y la levulosa
(d-fructosa).

Por otro lado, aungue son muchos los &cidos presentes en la uva, solo tres de éstos
son de importancia enolégica: I-citrico, I-malico y d-tartarico. Los acidos malico y tartarico
suman 90% de los acidos organicos presentes en la uva y la relacion entre ambos estd dada
en funcion del cepaje.

Durante la maduracion hay una disminucién gradual de la acidez total titulable,
observandose una mayor degradacién del acido malico que del tartarico. Se ha encontrado

también una fuerte dependencia entre la concentracion de acidos organicos en la baya y el
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clima, en general, a mayores temperaturas, menor concentracion Yy viceversa

(Amerine y Joslyn, 1970).
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Figura 2.4. Curva de crecimiento y maduracion de la uva, principales cambios
fisiolégicos y acumulaciéon de compuestos a lo largo del ciclo de
formacion y maduracién de la baya (Modificado de Hornsey, 2007).

El momento en que la baya alcanza su maximo diametro y contenido de azucar es
considerado como el punto de madurez fisioldgica el cual puede o no coincidir con la

madurez tecnoldgica ya que esta ultima esta determinada por el destino que se dara a la uva

(Peynaud, 1984).

2.1.4  Factores que influyen en la calidad de la uva
Los franceses, cuya tradicion enoldgica es vasta, denominan “terroir” al conjunto

de factores que tienen efecto en la calidad y, en general, en las caracteristicas particulares de
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una cosecha. Dentro del “terroir” se ubican cuatro factores principales: el clima, el suelo, el
cepaje y las précticas culturales, asi como las interacciones existentes entre ellos
(Van Leeuwen et al., 2007).

2.14.1 Clima

Sin duda uno de los factores que mas repercuten en la calidad de la uva, dentro de
las variables asociadas al clima se ha encontrado que la de mayor importancia es la
acumulaciéon de calor (calculada como la suma de las temperaturas medias mensuales
superiores a 10 °C). Otras variables climaticas que pueden influir son la duracion del
fotoperiodo, la lluvia, la exposicion solar, la presencia de neblina y la humedad relativa,
estas tres Ultimas especialmente en el desarrollo de enfermedades fungosas
(Winkler et al., 1974; Gladstones, 2011).

2.14.2 Suelo

Ya que actla como sostén y proveedor de agua y nutrientes para la planta, la
textura, la profundidad, la composicion mineral, la capacidad de intercambio catidnico, la
fertilidad y la reaccién de un suelo son determinantes en la calidad del fruto producido
(Coipel et al., 2006), aungue cabe aclarar que no por ser mejores agronémicamente dichas
caracteristicas, se obtendra una uva de mayor calidad. Coipel et al. (2006) encontraron que
no habia relacion entre la calidad de la uva y el tipo de suelo, pero si con respecto a la

profundidad.

2.1.4.3 Cepaje

Ya se mencionaba anteriormente que el balance de compuestos aromaticos
(alcoholes y ésteres) y colorantes (antocianos y flavonas) esta determinado genéticamente,
por lo que pueden distinguirse variedades que tienden a producir vinos con aromas
peculiares (White, 2003), estos pueden resultar tanto agradables (florales, animales,
afrutados, entre otros) como desagradables (medicinales, a humedad, a combustibles, etc.).
Dependiendo de otros factores, la presencia de estos aromas en el vino puede ser una
cualidad o un defecto en el vino (Heinonen y Meyer, 2002; Grainger, 2009). En este sentido,
pueden destacarse las variedades del tipo ‘Moscatel’ cuyo distintivo es la intensidad de sus
aromas florales debidos a la presencia de compuestos aromaticos en la pulpa
(Navarre, 1994).
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2144 Précticas culturales

El manejo del cultivo tendra un fuerte impacto sobre la calidad tanto quimica como
fitosanitaria de la uva, asi, se sabe que el sistema de conduccion elegido, el manejo del
follaje (deshoje y despunte), el balance de la carga mediante raleo de frutos o racimos, la
fertilizacion, la frecuencia y cantidad de los riegos y el control de plagas y enfermedades son
cruciales para la obtencion de wuna uva sana y con potencial enoldgico
(Small y Couturier, 2011).

2.2  Elvino
2.2.1  Definicion e importancia

De acuerdo con la OIV (2014b), el vino es exclusivamente la bebida resultante de la
fermentacion alcoholica completa o parcial de uvas frescas, estrujadas o no, o del mosto de
uva. Su contenido alcoh6lico no debe ser menor a 8.5% v/v, aunque para determinadas
regiones climaticas se permite un minimo de 7%.

La OIV (2014a) reporta que en 2011 se produjeron a nivel mundial 267 millones de
hectolitros, siendo los principales productores Francia (50 millones hl), Italia
(42 millones hl) y Espafia (33 millones hl). En América sobresalen EE.UU. (19 millones hl),
Chile (10 millones hl) y Argentina (15 millones hl).

En el mismo afio México produjo 393 mil de hectolitros, lo que representa un
incremento de 6.5% respecto a 2010, aunque el volumen producido es menor al importado
(454 mil hl) y las exportaciones sélo fueron de 12 mil hl en tanto que el consumo per capita
se mantuvo en 500 ml al afio (OlV, 2014a).

2.2.2  Clasificacion
2.2.2.1 Por el contenido de aztcar
La OIV (2014b) clasifica los vinos en cuatro tipos por su contenido de azlcares,
siendo el de menor contenido el vino seco con maximo 4 g/l (o hasta 9 g/l cuando el
contenido de acidez total expresado en g de acido tartarico es menor en no mas de 2 g/l) y

semiseco cuando esta en un rango de 4 a 12 g/l (o a 18 g/l si el valor para acidez no supera
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10 g/l). De acuerdo con este mismo organismo, entre 12 y 45 g/l se tiene un vino semidulce

y cuando la concentracion de azucar es mayor a 45 g/l se clasifica al vino como dulce.

2.2.2.2 Por el color

Si bien existe toda una gama de coloraciones en los vinos de mesa, éstos pueden
clasificarse por color en funcion de la uva utilizada y las condiciones de vinificacion.
Navarre (1994) mencionan siete clasificaciones desde el vino blanco de blancos (vinificacion

en blanco a partir de uva blanca) hasta el vino tinto de larga maceracion (Figura 2.5).

Tipo de ., . )
Uva ) p ., Maceracién Vino obtenido
vinificacion
Uva blanca Vino blanco de blancos
Vinificacion en ] ., Vino blanco de tintos
Sin maceracion g -
blanco Vino gris
) Vino rosado
Uva tinta ., .
e, Maceracion media y
Vinificacion en Clarete
. sangrado de la cuba . -
tinto Vino de café
Maceracion larga Vino tinto

Figura 2.5. Clasificacion de los vinos por su color en funcion de la uva utilizada y el
tipo de vinificacion (Modificado de Navarre, 1994).
2.2.2.3 Por el contenido de gas carbdnico
Cuando la concentracion de CO, a una temperatura de 20 °C no supera los 4 g/l, se
dice que el vino es tranquilo, si dicha concentracion es mayor o igual a 5 g/l, el vino se

clasifica como espumoso (O1V, 2014b).

2.2.3 Lavinificacion

El proceso de vinificacion consiste en la transformacion del mosto de uva en vino
(Vanasse y Drapeau, 2005). Los métodos de vinificacion existentes actualmente son muy
variados y, en general, estan determinados por el tamafo de la bodega y la region donde se
elaboran (Pinney, 2005), sin embargo, se identifican tres procesos béasicos: vinificacion

tradicional en tinto, en blanco y vinificacion en rosado (Navarro y Wiesenthal, 2011).
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2.2.3.1 Recoleccidon y manejo de la vendimia
a.  Cosecha o vendimia

Las caracteristicas de un vino dependen de un conjunto de factores donde la calidad
de la uva es de suma importancia, por lo que es indispensable la combinacién de dos
disciplinas, la viticultura y la enologia, para decidir la fecha de cosecha en funcion del
producto que se desea obtener (Asselin y Delteil, 1998). Las principales variables directas
evaluadas tradicionalmente para la determinacion de la fecha de cosecha son la
concentracion de azucares, contenido total de &cidos y la densidad aparente. Existen asi
diferentes escalas para azucares (°Baumé, °(Echslé, °Brix, porcentaje de sacarosa, y
concentracion de azlcares reportados en g/l) (Ribéreau-Gayon et al., 2006a). Respecto a las
mediciones indirectas se tienen el potencial de alcohol, la relacién azucares/acidez, la
relacion acido malico-acido tartarico y la acumulacion de cationes (Navarre, 1994).

A menudo la acumulacién de acidos y azucares no tiene lugar paralelamente a la de
compuestos fendlicos. La maduracion de la pulpa y del hollejo evoluciona con cinéticas
diferentes dependiendo de la variabilidad de los elementos climaticos asociados al ciclo de
cultivo y de la parcela. En este sentido, evaluar la madurez fendlica de la uva resulta cada
vez mas comun en regiones tipicamente elaboradoras de vinos tintos por su repercusién en la
calidad del vino final. Aunque existen aplicaciones a nivel de analisis de imagenes mediante
resonancia magnética nuclear para la evaluacion de la madurez fendlica de la uva, el método
quimico de andlisis de antocianos potenciales y extraibles (método Glories) presenta mayor
predictibilidad (Ribéreau-Gayon et al., 2006a; Nadal, 2010).

El endlogo especializado se basa muchas veces en la apreciacion sensorial, siendo
los principales criterios utilizados el aspecto de la uva, el color y sabor de las bayas y la
facilidad con que éstas se desprenden del racimo, sin embargo esto es s6lo posible gracias a
muchos afios de experiencia (Dami, 2013). La cosecha puede ser manual o mecanica
dependiendo del estado del vifiedo, el proceso de vinificacion a seguir y el nivel de
tecnificacion (Jackson, 2014).

b.  Transporte
La firmeza de la baya depende principalmente del cepaje y del estado de madurez.

Durante el transporte se pueden presentar procesos de oxidacion y maceraciones con

consecuencias negativas. Para evitarlo es importante tomar en cuenta las condiciones de
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higiene, la duracién del traslado, la temperatura de la vendimia y la resistencia mecénica de
la uva (Asselin y Delteil, 1998).

c.  Seleccion

Tiene como objetivo separar frutos podridos, inmaduros y dafiados y separar la uva
por estado de madurez (OIV, 2014b), se eliminan hojas, desechos y, en general, cuerpos
extrafios antes de introducir la vendimia al equipo. Permite ademéas determinar si es
necesaria alguna operacion correctiva a la vendimia (Asselin y Delteil, 1998), por ejemplo,
cuando no se ha alcanzado la madurez tecnoldgica, en casos de baja acidez y cuando se
presentan enfermedades flngicas en precosecha (Navarre, 1994).

2.2.3.2 Operaciones comunes a las diferentes vinificaciones

a. Tratamientos mecéanicos de la vendimia

Se consideran cuatro tratamientos (Navarre, 1994): estrujado, despalillado,
prensado y encubado. El estrujado consiste en desgarrar la pelicula y aplastar la baya,
asegurando una adecuada difusion en el mosto de los elementos solubles del orujo. Facilita
la multiplicacion de las levaduras que se encuentran naturalmente presentes. Durante el
estrujado debe tenerse sumo cuidado en evitar el rompimiento de la semilla y el excesivo
magullamiento del raspon pues se liberan aceite y taninos indeseados.

El despalillado consiste en separar los granos del raquis, pues este Gltimo suele no
estar presente durante la fermentacion debido a que libera taninos en exceso, y disminuye la
concentracion de alcohol y la coloracién del vino (Asseliny Delteil, 1998; OIV, 2014b).
Este permite obtener un color méas claro por la eliminacion de sales de hierro, se disminuye
la carga de micelios fangicos y de alcoholes superiores que pueden resultar desagradables al
gusto (De Rosa, 1998).

Mediante el prensado se separan, de manera lenta y progresiva, el liquido y los
orujos. Dependiendo del tipo de vinificacion, se realiza antes, durante o despues de la
fermentacién alcohdlica (OIV, 2014b). Cuando se realiza después de la fermentacién se
obtiene lo que se conoce como “vino de prensa”, que se distingue del “vino flor” porque este
altimo es resultado del escurrimiento espontaneo por fuerza de gravedad. Se considera que el

vino flor es de mayor calidad que el vino de prensa y, en general, que la calidad del vino de
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prensa es inversamente proporcional al nimero e intensidad de los prensados requeridos para
su extraccion (André, 2008).

Finalmente para dar inicio al proceso de fermentacion, el mosto es confinado en
recipientes que pueden ser de madera, acero inoxidable o cemento, se dice que el mosto es
encubado (Gil et al., 2009). El recipiente es llenado en 80% para evitar derrames, se
prefieren las cubas de acero inoxidable pues generalmente se les ha adaptado un sistema de
enfriamiento que es de suma importancia ya que durante la primera etapa de la fermentacion
hay un incremento importante en la temperatura (Bailly de Merliux et al., 1836;
Garcia, 2011).

b.  Sulfitado

Consiste en la adicion de una determinada dosis de anhidrido sulfuroso (SO,) al
mosto. El principal objetivo es la seleccion del medio fermentativo, pues el SO, tiene
propiedades antimicrobianas. Las bacterias son los microorganismos mas sensibles al SO,
seguidas por las levaduras apiculadas. En contraste, las levaduras elipticas, como
Saccharomyces, suelen ser mas tolerantes (Navarre, 1994) (Figura 2.6).

Con la aplicacion de SO, también se facilita el desfangado del mosto, se protege el
mosto de la oxidacion debida a las enzimas tirosinasa y lacasa provenientes de uvas con
podredumbre (Navarre, 1994), y se acidifica el medio, lo que favorece la disolucion de
ciertos compuestos presentes en la pulpa (Puerta, 2000).

La dosis de anhidrido sulfuroso a utilizar estd determinada en funcién de la
composicion del medio (concentracion de azlcares, acidez y temperatura), el estado sanitario
de la cosecha y el tipo de vino que se elaborara. En general para vendimias sanas y frias se
recomiendan 3 g/hl, si el estado sanitario es regular se sugieren 5 g/hl y si la vendimia esta
muy afectada, 6 a 8 g/hl (Navarre, 1994).

Un exceso en la dosificacion conducira a la formacion de mercaptanos y a un aroma
a huevo podrido. De mayor importancia es el considerar que elevadas concentraciones de
SO, resultan toxicas para el ser humano (Jackson, 2014) por lo que la legislacion
internacional es muy estricta en cuanto al contenido final de este compuesto en el vino no

pudiendo exceder de 350 ppm en el caso de EE.UU. de acuerdo con Jackson (2014).
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Las principales fuentes de SO, son las sales bisulfito y metabisulfito de potasio o de
amonio, ya sea aplicadas directamente en polvo o disueltas aunque también se prepara en la
planta o se obtienen soluciones sulfurosas fosfatadas y menos utilizada es la inyeccion en

forma de gas al seno del liquido (Asselin y Delteil, 1998).

Levaduras
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Figura 2.6. Actividad de diferentes microorganismos en funcién de la concentracion de
anhidrido sulfuroso (Modificado de Navarre, 1994).

Dosss crecoentes de SO,

C. Inoculacién con levaduras

En un mosto ligeramente sulfitado (sin que la dosis sea esterilizante), la
fermentacion alcoholica se inicia de manera espontanea y mas o menos rapida, con la
inoculacion, el inicio de la fermentacion es mas rapido. Este procedimiento consiste en
agregar a la cuba levaduras que han sido elegidas bajo ciertos criterios y que se encuentran
en plena actividad, con el fin de que éstas se multipliquen en el mosto y lo fermenten
(Navarre, 1994).

La seleccion de la levadura es de suma importancia pues esta tendra impacto sobre
ciertas caracteristicas del vino como el color, el perfil aromatico, el contenido de taninos y
las cualidades gustativas (Asselin y Delteil, 1998).

Para la inoculacion se prepara un cultivo inicial de levaduras denominado pie de
cuba. Las levaduras pueden provenir del propio vifiedo si se hace un sulfitado ligero que

permita Unicamente la sobrevivencia de las levaduras elipticas, (en cuyo caso no se
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discriminan unos géneros de otros), pueden ser de origen comercial habiendo presentaciones
liofilizadas de larga duracion o de menor duracion como la levadura seca activa
(Navarre, 1994) y, recientemente, se han realizado trabajos en varios paises donde la
levadura es seleccionada a nivel de género y especie, posteriormente se multiplica y se

acondiciona para su comercializacion (Gonzélez et al., 2011).

2.2.3.3 Vinificacion en tinto

La vinificacién en tinto se distingue de la vinificacién en blanco por el hecho de que
el prensado no se realiza antes de la fermentacion del mosto, sino que este Ultimo se
mantiene en presencia de los orujos para la extraccion de taninos, compuestos colorantes,
aromaticos, minerales y compuestos nitrogenados presentes en la piel de la uva. Asi, al
interior de la cuba se llevan a cabo dos procesos simultaneos, la fermentacion alcohdlica y la
maceracion de la fraccion sélida (Ribéreau-Gayon et al., 2006a).

Antocianos y taninos son los compuestos de mayor interés en este tipo de
vinificacion pues aportan el color y la astringencia caracteristicos de los vinos tintos
(Navarre, 1994). La extraccion de antocianos es rapida, alcanzando su maximo dentro de un
periodo de 2 a 5 dias; son mas solubles en alcohol que en agua, dicha solubilidad también se
incrementa con la agitacién y a mayores temperaturas. Por su parte, los taninos se liberan de

manera mas gradual, lenta y constante (Figura 2.7) (Blouin y Peynaud, 2003).

A Contenido

Taninos

Antocianos

-

2.5 10-20 Dias

Figura 2.7. Evolucion en la extraccion de taninos y antocianos durante la maceracion
(Blouin y Peynaud, 2003).

El orujo no se encuentra de manera homogénea en la cuba sino que, debido a la

actividad fermentativa de las levaduras y la constante liberacién de CO,, se concentra en la
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superficie, formando una capa mas o menos compacta a la que se denomina “sombrero”. El
sombrero tiende a resecarse en la parte superior, ademas, el hecho de que no se mezcle con
el mosto limita la extraccion de antocianos y taninos; para evitar esto se realizan los
remontados y los bazuqueos.

El remontado consiste en extraer liquido de la parte inferior de la cuba y asperjarlo
sobre la superficie del sombrero para humedecerlo (Figura 2.8a). Por su parte, el bazuqueo
es la inmersion del sombrero en el mosto para compactarlo y humedecerlo (Figura 2.8b)
(Navarre, 1994; Henderson y Rex, 2011).

Aspersor 3
Embolo de remontado

Sombrero
Sombrero

Mosto
Mosto

Figura 2.8. Précticas de remontado (a) y bazuqueo (b) durante la maceracion.
(Modificado de Henderson y Rex, 2011).

Cuando se ha decidido dar término a la maceracion, la cuba es escurrida,
obteniéndose el vino flor o vino de gota. Posteriormente se recupera el orujo y se realizan
hasta dos prensados (Navarre, 1994). Posteriormente al prensado se prosiguen las
fermentaciones terminales cuya duracion estara en funcién, entre otros, del tiempo de
maceracion que se fije.

Finalmente se realiza una segunda fermentacion o fermentacion malolactica, la cual
consiste en la transformacion de acido malico (biacido) en acido lactico (monoéacido), que es
mas débil, con desprendimiento de gas carbonico, llevada a cabo por ciertas bacterias

lacticas, especialmente de la especie (Enococcus eni (Cooke, 2004; Renouf, 2013).
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La fermentacion malolactica tiene como objetivo principal disminuir la acidez total
de los vinos, ayudar en la evolucion organoléptica y conferir estabilidad microbiana al vino.

Como efecto contrario se tiene un incremento en la acidez volatil (Renouf, 2013).

2.2.34 Vinificacién en blanco

En el caso de los vinos blancos, al no haber una maceracion de los orujos en el
mosto, después de realizado el estrujado se deja escurrir el jugo y mediante prensado se
obtiene el mosto que se quedo en la pulpa, equivalente a 30 a 40% del volumen final, el cual
es confinado en una cuba para su desfangado ya sea antes o después de haberse sulfitado
(Ribéreau-Gayon et al., 2006a).

El desfangado puede hacerse tanto estatico como dinamico y su principal objetivo
es eliminar por decantacion el exceso de particulas grandes provenientes de las diferentes
partes del racimo. En cuanto al sulfitado se sabe que dicha préctica incrementa la velocidad
del desfangado (Navarre, 1994). Finalmente el mosto es extraido por sifoneo para evitar la
remocion de los sedimentos y vaciado a una cuba limpia para su fermentacion
(De Rosa, 1998).

En si es la ausencia del orujo y no el color del vino lo que distingue la vinificacion
en blanco de la vinificacion en tinto, pudiendo obtenerse vinos blancos a partir de uvas tintas
cuyos mostos, al no estar en contacto con el hollejo, no son coloreados
(Ribéreau-Gayon et al., 2006a).

La ausencia de compuestos con capacidad antioxidante como los antocianos
provoca que el vino blanco sea méas susceptible a la oxidacion, por lo que su elaboracion,

contrario a lo que se piensa, requiere mas cuidados que la del vino tinto (Goode, 2005).

2.2.35 Vinificacién en rosado

Los vinos rosados pueden obtenerse por tres métodos diferentes. Contrario a la
creencia general, no son resultado de la mezcla de vino blanco con vino tinto, sino que se
obtienen por modificacion de los procesos de vinificacion antes mencionados ya sea al

momento del prensado, en el descube o en la maceracion (Navarre, 1994).

23



a. Durante el prensado

A partir de uvas tintas se sigue el proceso de vinificacion en blanco con la
diferencia de que el prensado es exhaustivo a fin de extraer compuestos colorantes de la

cascara, se obtiene un vino gris.

b.  Enel descube

Se conoce este proceso como “sangrado de la cuba” y consiste en separar 25% del
volumen de un mosto vinificado en tinto antes de la extraccion intensa de compuestos
colorantes. Esta fraccién se continta vinificando en blanco. El resto del mosto se continla

vinificando en tinto.

C. En la maceracién

A partir de una maceracion ligera de alrededor de 24 horas se realiza un sulfitado
fuerte y se sangra la cuba por completo, obteniéndose un vino de café o vino de 24 horas.

Estos vinos se caracterizan por ser frescos y afrutados (Navarre, 1994).

2.2.4  Estabilizacion del vino

Los tratamientos para la estabilizacion del vino pueden estar enfocados tanto a la
eliminacion de microorganismos que pudieran generar una alteracion en la composicion de
éste (bioldgica), como en la precipitacion de compuestos, especificamente cristales de
tartrato de potasio, que provocan la presencia de sedimentos (tartarica).

En el caso de la estabilizacion bioldgica, ésta puede lograrse por medios quimicos
(adicion de anhidrido sulfuroso, de acido ascorbico y de dimetil bicarbonato), fisicos
(tratamientos térmicos y filtracion esterilizante) y enzimaticos (adicion de lisozimas)
(Lonvaud-Funel et al., 2010); también se ha observado que en los vinos tintos la
fermentacion malolactica contribuye a una menor probabilidad de desarrollo de
microorganismos debido al agotamiento de nutrientes (Corrieu y Luquet, 2008).

En cuanto a la estabilizacion tartarica, se obtiene sometiendo el vino a temperaturas
por encima de su temperatura de congelacion, la cual varia en funcion del contenido

alcoholico (Navarre, 1994).
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2.2.5 Clarificacion

La clarificacion consiste en retirar las particulas que aportan turbidez al vino,
obteniendo asi un producto brillante y traslicido. Puede realizarse de manera espontanea,
por efecto de la gravedad, o bien, de manera provocada por adicion de coloides, por
filtracion o por centrifugacion (Jackson, 2014).

El uso de coloides se basa en el hecho de que éstos atraen particulas de carga
opuesta, formando coagulos que precipitaran para ser eliminados como sedimentos. Se
utilizan fuentes minerales como la bentonita o naturales como la gelatina, la ictiocola, la
ovoalbumina, el polvo de sangre y la caseina. Es importante realizar pruebas previas a fin de
encontrar la dosis adecuada pues un exceso puede conducir a un sobrecolado que resultaria
en un vino aun mas turbio del que se tenia en principio (Moreno y Peinado, 2012).

La filtracion puede hacerse en diferentes materiales tales como arena o tierra de
diatomeas, papel y silicato de aluminio. Existen diferentes tipos de filtros, por ejemplo los de
placas y los de membranas donde se hace pasar el vino por poros de diferentes calibres, de

mayor a menor, para evitar la saturacién inmediata del sistema (Navarre, 1994).

2.2.6  Maduracion y afiejamiento

Tanto la maduracién como el afiejamiento son procesos que se considera
incrementan la calidad de un vino y se practican una vez concluida la fermentacion
(Bakker y Clark, 2011). La diferencia entre ambos estriba en que la maduracion se lleva a
cabo en cuba o en barrica dando lugar tanto a reacciones de éxido reduccion como a la
extraccion de compuestos propios de la madera y el afiejamiento comprende el
almacenamiento en botella en ausencia de oxigenacion (Hornsey, 2007).

En cuanto a la maduracion, los procesos mas importantes son la degradacion de
acidos por accién de las bacterias, la precipitacion de tartratos y la esterificacion que dara
como resultado el incremento en la complejidad aromatica del vino. Durante este periodo se
observa la diminucion del nivel en los contenedores debido a la evaporacion del vino.
Respecto al afiejamiento, éste depende de las caracteristicas de cada vino, pudiendo ser
desde dos hasta mas de 10 afios, periodo después del cual el vino se deteriora, conocido este

proceso como envejecimiento y muerte del vino (Farkas, 1988).
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2.2.7  Calidad del vino

La calidad de un vino puede ser evaluada de dos maneras: mediante métodos de
analisis en laboratorio y a través de la percepcion sensorial. En los andlisis de laboratorio
pueden conocerse con precision caracteristicas fisicas y quimicas del vino como el color y la
presencia y concentracion de compuestos de interés, en cambio, el analisis organoléptico
puede en ocasiones dar resultados contrastantes, pues depende del gusto del catador. En
general un grupo de jueces entrenados calificard de manera muy similar un mismo vino
(Grainger, 2009; Jackson, 2014).

Dado que el vino es un producto destinado al consumo, es necesario realizar ambos
tipos de andlisis, el analisis en laboratorio, que asegurara el cumplimiento de la legislacién
correspondiente, y el sensorial que permitird conocer la aceptacion del consumidor, pues si
bien un vino puede cumplir con todos los requerimientos normativos, no necesariamente se
asegura con eso la preferencia del consumidor (Grainger, 2009).

En México, segun el Diario Oficial de la Federacion (DOF, 2005), la norma vigente es
la NMX-V-012-NORMEX-2005, la cual sustituye a la anterior NMX-V-012-1986, sin
embargo, dicha norma no se encuentra disponible en el catalogo de normas de la Secretaria
de Economia. La version de 1986 dicta que los anlisis a realizar para comercializar un vino
son: grado alcohodlico (8.5 a 14 °GL), extracto seco reducido (minimo 15 g/l), cenizas
(minimo 1 g/l), acidez total (4.5 a 10 g/l de &cido tartarico), acidez volatil (maximo 1.2 g/l de
acido acético), acidez fija (minimo 4.0 g/l de 4&cido tartarico), metanol (maximo

300 mg/100 ml de alcohol 100%) y anhidrido sulfuroso total (méximo 300 ppm).

2.2.8  Andlisis del vino

2.2.8.1 Analisis fisicos y quimicos

El etanol producido por la fermentacion provoca cambios tanto cualitativos como
cuantitativos en la composicion quimica del vino. Los azucares que estaban presentes en el
mosto inicial, practicamente desaparecen y el etanol, que era inexistente, se convierte en el
compuesto mas abundante después del agua. En cuanto a concentracion, el glicerol ocupa el
tercer lugar y también hay un incremento en el contenido de polifenoles
(Moreno y Peinado, 2012).
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Son muchas las determinaciones analiticas que pueden realizarse al vino para
conocer su composicion, desde el contenido de azlcares hasta la presencia de metales
pesados, sin embargo, como se menciond anteriormente, con fines practicos y legales las
mas importantes son las determinacion de alcohol, acidez total titulable, acidez volatil,

anhidrido sulfuroso y azUcares reductores (Navarre, 1994; OIV, 2014c).

2.2.8.2 Anélisis sensorial

La necesidad de adaptarse a los gustos del consumidor obliga a que, de una forma u
otra, intente conocerse cual sera el juicio critico del consumidor en la valoracién sensorial
del producto. El andlisis sensorial se define como el examen de los caracteres organolépticos
de un producto mediante los sentidos, obteniendo datos cuantificables (Sancho et al., 1999).

La degustacion de un vino, su estimacion y apreciacion organoléptica, junto con su
descripcion, es un proceso en el que tiene que ver mucho el aspecto afectivo, es decir, la
subjetividad del catador hacia las sensaciones, emociones y recuerdos que puede despertar
en él un determinado aroma. Entre los principales aspectos que se evalian en el vino estan
el aspecto visual, el olfativo y el gustativo (Aleixandre, 2006).

El aspecto visual es el primero que se evalla, permite juzgar las cualidades de
fluidez (presencia de lagrimas de glicerol, aspecto graso, terso, oleaginoso, etc.), limpidez
(transparencia del vino resultado de una adecuada clarificacion, presencia de sales y
sedimentos, materia extrafa, etc.), color (tono, intensidad, reflejos, etc.) y la efervescencia
en el caso de los vinos espumosos (altura y duracién de la corona, formacién del collar,
cantidad y velocidad de trenes, formacion de encajes, etc.) (Peynaud y Blouin, 1996).

Después del visual, el aspecto olfativo es el siguiente a evaluar. Se analiza la
intensidad aromatica, se identifican familias de aromas agradables (florales, afrutados,
animales, especiados, herbaceos, etc.), aromas debidos a alteraciones (mohosos,
combustibles, medicinales, a anhidrido sulfuroso) e incluso aromas relacionados con
regiones viticolas determinadas (antranilato de metilo en el caso de los vinos elaborados con
hibridos productores directos en Estados Unidos). Para los vinos tintos puede identificarse
también el paso por barrica (Jackson, 2009).

Finalmente, al degustar el vino nuevamente se perciben los aromas reconocidos

durante la fase olfativa, esta vez mediante via retronasal. Permite también evaluar la
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presencia de azucar, el contenido de alcohol y confirmar el pase por barrica. Otros aspectos
considerados son la persistencia en boca (resabio) y la textura del vino (Aleixandre, 2006).

Entre las pruebas utilizadas para el andlisis sensorial de vinos se encuentran la
prueba hedonica y la prueba de rangos de Kramer. La primera se utiliza para investigar la
opinion de consumidores elegidos al azar, el principal ambito de aplicacién de este analisis
es el estudio de mercado y deben ser realizados a grupos muy grandes de consumidores no
entrenados que pertenezcan al estrato socioecondomico sobre el cual se quiere obtener la
informacién (Chamorro et al., 2002). En algunos casos estas pruebas se llevan a cabo con el
fin de conseguir informacion orientativa sobre la aceptabilidad de un producto en los
estudios de calidad (Jackson, 2014).

La prueba heddnica se considera estructurada cuando la escala sobre la que va a
calificar el consumidor corresponde a valores cuantitativos establecidos y no estructurada si
solo indica mayor o menor agrado (Lawless, 2013).

Por otro lado, la prueba de rangos de Kramer es una prueba de preferencia en la que
el consumidor elige entre diferentes muestras y las ordena de mayor a menor segun sea el
agrado por éstas. Con los datos recuperados se pueden obtener valores limite que permitan
calificar al producto como agradable, indiferente o desagradable con cierta confianza

estadistica (Chamorro et al., 2002).

2.3 Lafermentacion alcohdlica
2.3.1  Generalidades
El fendbmeno quimico esencial de la fermentacion alcohdlica, la transformacion de
azucar en alcohol etilico, es conocido desde hace mucho tiempo. Se define como la
transformacion anaerdbica de azlcares, basicamente glucosa y fructosa, en etanol y didxido
de carbono. Este proceso es llevado a cabo por levaduras y algunas bacterias como

Zymomonas mobilis. La reaccion general es:

CsH120s —— 2 CH3CH:O0H + 2CO2

Hexosa Etanol Diéxzado de carbono
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No obstante, la fermentacion alcohdlica es un proceso mucho mas complejo que el
arriba sefialado, al tiempo que toda esta reaccion sucede, ocurren muchos otros fendmenos
quimicos, bioquimicos y fisicoquimicos que hacen posible obtener vino a partir de la uva
(Zamora, 2009).

Al principio la actividad de las levaduras es elevada, la fermentacion se denomina
tumultuosa, posteriormente esta actividad disminuye dando lugar a la fermentacion lenta
(Hidalgo-Togores, 2011).

2.3.2  Fendmenos que ocurren durante la fermentacion

2.3.2.1 Fenomenos fisicos

En general se observa un incremento de la temperatura durante la fermentacién
tumultuosa debido a que la reaccidn es exotérmica. Es de suma importancia controlar este
incremento durante la vinificacién ya que, aunque en un principio favorece la actividad de
las levaduras y acelera la fermentacion, a mayor volumen de mosto y a mayor concentracion
de azlcares, méas lenta es la pérdida de calor, con lo cual la velocidad fermentativa
disminuye. Si la temperatura supera el limite méximo al que las levaduras sobreviven, habra
una detencién de la fermentacion. Arrancar de nuevo el proceso es sumamente dificil y
presenta muchos riesgos de alteracion del mosto. Existe una temperatura éptima para cada

tipo de vinificacion (Cuadro 2.3).

Cuadro 2.3 Temperaturas de fermentacion maximas, 6ptimas y minimas en funcion del
tipo de vinificacion

Temperatura (°C)

Ipo de vino Minima Optima Maxima
Blanco 16 28 —30 22
Tinto 25 18- 20 32

(Elaborado con base en Navarre, 1994).

La velocidad a la cual se realiza la fermentacion altera la composicion del vino y,
por ende, su calidad, se ha reportado que a mayor velocidad, mayor produccion de glicerol

(Remize et al., 1999), por otro lado, cuando la fermentacidén es lenta se incrementa de
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manera indeseable el contenido de compuestos tdxicos tales como el anhidrido sulfuroso y el
etil carbamato (Henschke y Jiranek, 1993).

Asimismo, puede observarse una disminucion gradual de la densidad debida al
incremento de la concentracion de alcohol, menos denso que el agua (Figura2.9).
Generalmente se considera que la fermentacion alcohdlica ha terminado cuando se alcanza
una densidad entre 0.996 y 0.992.

Cuando la fermentacion se lleva a cabo en presencia de los orujos, ademas del
aumento de la temperatura y la disminucion de la densidad se observan cambios en la
coloracion del liquido debido a la extraccion de los antocianos presentes en la piel de la uva
estrujada. Asimismo, consecuencia de la continua liberacion de COs, el orujo se concentra

en la parte superior de la cuba formando el sombrero (Navarre, 1994).

A Densidad Temperatura A

l Refrigeraciones
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Figura 2.9. Evolucidon de la temperatura (I11) y la densidad durante el periodo de
fermentacion alcoholica en 1) una fermentacion normal, IlI) una
fermentacion incompleta (Hidalgo-Togores, 2011).
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2.3.2.2 Fendmenos quimicos

Ademés del etanol, muchos otros compuestos son formados durante la
fermentacion, tales como alcoholes superiores, ésteres, glicerol, acido succinico, diacetilo,
acetoina (3-hidroxibutanona), y 2,3-butanodiol. Simultaneamente la levadura sintetiza otras
sustancias a partir de diferentes componentes de la uva que aportan caracteristicas
organolépticas peculiares al vino (Zamora, 2009). Asi, la composicion del producto final

respecto al mosto es sumamente diferente (Cuadro 2.4).

Cuadro 2.4 Compuestos presentes en el mosto inicial y los productos a que dan origen

en el vino
Precursor en el mosto Producto en el vino
Agua Agua
Alcohol etilico
CO2 (9)
Azlcares Productos secundarios (glicerol, etanal, acido succinico,
etc.)

Acidos volatiles (4cido acético).

Acidos libres (tartarico, malico y citrico) y sales de &cidos

malico y citrico) y en . . : -
y )y (bitartrato de potasio parcialmente precipitado).

forma de sales.
Compuestos
nitrogenados
Compuestos minerales
Pectinas

Compuestos nitrogenados.

Alcoholes superiores

Compuestos minerales

Pectinas parcialmente precipitadas
Compuestos colorantes en disolucion.

Sélidos suspendidos .
P Taninos

—
Acidos libres (tartarico, }
—
—

(Modificado de Navarre, 1994).

Para llevar un control sobre la fermentacion alcohdlica se emplean cominmente
curvas de temperatura y densidad (Figura 2.9) (Navarre, 1994). Poco utilizado es el conteo
microscopico poblacional de las levaduras, ya que no permite distinguir entre células activas
y muertas, requiriéndose para ello de técnicas como recuento viable, bioluminiscencia o
guimiofluorescencia (Walker, 1998).

En cuanto al seguimiento de metabolitos, el mas importante es el etanol, seguido

por la concentracion de azucares residuales. En cualquier caso, mas que requerirse de
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determinaciones muy exactas es importante la precisién pues las mediciones se realizan
periodicamente y lo que se analiza es su evolucion al graficar los valores obtenidos
(Ribéreau-Gayon et al., 2006b).

Recientemente se ha introducido en la industria altamente tecnificada el concepto
de “pilotaje de la fermentacion” donde se mide de manera constante una gran cantidad de
variables entre las que destacan la temperatura, el volumen de anhidrido carbonico
desprendido, pérdida de peso del depdsito, densidad, turbidez y polifenoles. En funcién de
los resultados se regulan de manera automatica diversas condiciones en la cuba, como el
enfriamiento, el régimen de aireacién mediante equipo de microoxigenacion, adicion de
nutrientes para las levaduras, control de la presién de salida del gas carbonico, remontados

variando caudal, ciclos y tiempo, entre otros (Hidalgo-Togores, 2011).

2.3.3  Factores que inciden en la fermentacion alcohdlica

La cinética fermentativa es muy variable en funcion de las condiciones fisicas y la
composicién quimica del mosto, en general es la temperatura el factor que tiene mas
importancia, pues tiende a incrementarse por ser una reaccion exotérmica. Se sabe que entre
20 y 30°C la aceleracion de la actividad fermentativa es de hasta 10% por cada grado
centigrado de aumento, sin embargo, a mayor velocidad fermentativa, menor eficiencia en la
conversion de azUcares a etanol (Navarre, 1994; Sablayrolles, 1998), asimismo, se ve
afectada la sintesis de otros compuestos (Henschke y Jiranek, 1993).

En cuanto a la constitucion quimica del mosto, el contenido de nitr6geno asimilable
tiene un efecto importante, reconociéndose la escasez de éste como la causa de cinéticas
lentas de fermentacién (Sablayrolles y Salmon, 2009) y se sabe que los azlcares, el
acetaldehido a bajas concentraciones, algunos constituyentes de la pruina y el acido pirtvico
actuan como catalizadores, en tanto que el dioxido de carbono, los acidos grasos y elevados

niveles de acetaldehido se comportan como inhibidores (Navarre, 1998).
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24  Lalevadura
24.1  Generalidades

Las levaduras son hongos unicelulares que se reproducen sexualmente mediante
ascosporas 0 basidiosporas y vegetativamente por gemacion o fisién, generalmente
anaerobios facultativos y estrictos quimiorganétrofos, esto quiere decir que requieren de
fuentes de carbono en forma orgénica para su crecimiento, las cuales pueden ser azlcares
simples, polioles, é&cidos organicos, alcoholes alifaticos, hidrocarburos y diversos
compuestos poliméricos. Se han identificado mas de 700 especies, una proporcion muy
pequefia comparada con el total de la biodiversidad de levaduras existentes en el planeta
pues aungue no son ubicuas, puede encontrarseles en gran diversidad de ambientes
(Guilliermond, 1920; Walker, 1998).

2.4.2 Biologia
2.4.2.1 Taxonomia
Las levaduras pertenecen al Reino Fungi, dentro del dominio Eukarya. Este reino se
divide en Ascomycota y Basidiomycota. La levadura mas utilizada a nivel industrial,
Saccharomyces cerevisiae, pertenece a la primera divisién (Cuadro 2.5). Se reconocen

alrededor de 100 diferentes géneros de levaduras (Walker, 2011).

Cuadro 2.5 Taxonomia de Saccharomyces cerevisiae

Clasificacion taxondmica

Reino Fungi
Division Ascomycota

Clase Hemiascomycete

Orden Endomycetales
Familia Saccharomycetacae

Subfamilia Saccharomyetoideae

Género Saccharomyces
Especie S. cerevisiae

(Walker, 2011).
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2.4.2.2 Morfologia

Las levaduras presentan formas muy variadas, generalmente son esféricas u ovoides
pero también las hay apiculadas, cilindricas, hifales, entre otras. La diversidad de formas en
funcion del género de levadura se consigna en la Cuadro 2.6.

Las levaduras poseen una membrana muy delgada y la mayoria de ellas contienen
vacuolas hialinas y granulos opacos. La dimension de las células varia entre 1y 4 u de ancho
por 1y 9 u de largo (Guilliermond, 1920).

Cuadro 2.6 Diversidad de formas en las levaduras y ejemplos de géneros y especies
asociadas a cada morfologia

Forma Ejemplos
Eliptica Saccharomyces
Cilindrica Schizosaccharomyces
Apiculadas Hanseniaspora, Saccaromycodes
Ojival Dekkera, Brettanomyces
Hifal Saccaromycopsis spp.
Dimofrica Candida albicans, Saccharomycopsis fibuligera, Kluyveromyces

marxianus, Malassezia furfur, Yarrowia lipolytica, Ophiostoma
novo-ulmi, Sporothrix schenkii, Histoplasma capsulatum

Triangular Trigonopsis
Curvada Cryptococcus
Esférica Debaryomyces

(Modificado de Walker, 2011).

2.4.2.3 Fisiologia

El desarrollo de esporas en la reproduccion sexual representa un proceso de
diferenciacion morfoldgica, fisioldgica y bioquimica de las células sexuales.

El apareamiento involucra la conjugacion de dos células haploides (designadas
como a y «a, Figura 2.10). Se da entonces un contacto pared a pared seguido de la fusion de
la pared para la formacion de un citoplasma comun, posteriormente hay una fusidén nuclear
que da como resultado un nucleo diploide el cual se divide mit6ticamente cuando las

condiciones nutrimentales del medio son las adecuadas.
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Haploide a x

Haploide

Apareamiento
Crecimiento vegetativo * Crecimiento vegetativo
ala
Diploide Sin apareamiento

Crecimiento vegetativo

Deficiencia de nitrégeno
MEIOSIS
ESPORULACION

v

Tétrada de esporas

Figura 2.10. Ciclo vital de la levadura (Modificado de Feldmann, 2011).

En condiciones de deficiencia de nitrogeno, la célula diploide esporula formando
cuatro esporas haploides que al ser colocadas de nuevo en medios balanceados, germinan y
generan cuatro gemas haploides que pueden aparearse para regresar al estado diploide
(Walker, 2011).

2.4.3  Levaduras enoldgicas

2.4.3.1 Generalidades
La levadura mas importante en la industria enoldgica es la especie Saccharomyces
cerevisiae, sin embargo, la uva procedente de la vendimia contiene una gran diversidad de
microorganismos que se han adherido a la epidermis de la uva, entre ellos se encuentran
diversos géneros de levaduras. A éstas se les ha denominado cominmente levaduras nativas
0 naturales porque se originan en el vifiedo o en la bodega, sin embargo esta denominacion
puede sugerir que otros géneros como Saccharomyces son “no naturales”. Para evitar

ambigledades se decidié clasificarlas en dos grupos distinguiendo las que pertenecen al
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género Saccharomyces de las que no mediante el término ‘“no-Saccharomyces”
(Fugelsang y Edwards, 2007).

2.4.3.2 Fuentes de levadura

Existen dos tendencias en la elaboracion de vino: a) el uso de cultivos puros de
levadura o b) la utilizacion de la flora asociada a la uva. En este sentido se pueden distinguir
las levaduras como inoculadas o no inoculadas. La primera opcion ha sido adoptada por
fabricas que manejan grandes volumenes, en tanto que la segunda se emplea en fabricas
pequefias y en el caso de las regiones con denominacion de origen como los vinos de
“Chateaux” (Garcia y Lépez-Munguia, 1993; Bisson y Joseph, 2009).

Las no inoculadas son aquellas que estan presentes en la vendimia de manera
natural y que, después del estrujado de la uva comenzaran la fermentacién alcoholica. En
este caso la diversidad sera variable afio con afio pues depende de multiples factores como el
clima y el manejo agronémico del cultivo (Bisson y Joseph, 2009). Entre las principales
desventajas de su utilizacion se puede mencionar el poco control que se tiene sobre la
fermentacion, la potencial produccion de sabores y aromas indeseables en el producto y una
cinética fermentativa lenta que puede conducir a una fermentacién incompleta. Otro de los
grandes problemas es que, si no floculan adecuadamente, dificultan la clarificacion del vino
(Medina et al., 2007).

Respecto a las inoculadas, existen dos fuentes, la levadura comercial y la levadura
nativa seleccionada para su uso en una determinada region. Las levaduras comerciales han
sido aisladas en bodegas o por institutos de investigacion debido a su capacidad para llevar a
cabo fermentaciones eficientes. Se comercializan actualmente pudiendo encontrar en el
mercado cientos de cepas en presentaciones para su uso a corto y mediano plazo (levadura
seca activa) o para almacenamiento prolongado (levadura liofilizada) (Navarre, 1994;
Garcia y LOpez-Munguia, 2003).

Este tipo de tecnologia asegura un producto reproducible y reduce los riesgos de
contaminacion, sin embargo, el uso de estas levaduras ha causado controversia, siendo el
principal argumento en contra que el uso de una misma levadura en diferentes regiones lleva

a la obtencion de vinos con caracteristicas comunes (Di Maro, 2007).
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Finalmente se tiene la levadura nativa seleccionada la cual permite sumar las
ventajas de las levaduras comerciales a las de la fermentacion espontanea mediante el
aislamiento y caracterizacion de levaduras asociadas a la produccion de una bodega
particular, relacionadas intimamente con un varietal inserto en una zona viticola especifica
(Medina et al., 2007).

Partiendo de este concepto se llega a la importancia de seleccionar levaduras
ecologicamente pre-adaptadas tanto a las caracteristicas de una region (por ejemplo, la
temperatura) como a las peculiaridades de los mostos y de la microbiota presente
(Vazquez et al., 2005), pudiendo asi asegurar tanto la conservacién de las propiedades
sensoriales de los vinos de dicha region como la eficiencia en el proceso enoldgico
(Versavaud et al., 1995).

2.4.4  Seleccién de levaduras nativas en enologia

2.4.4.1 Géneros de interés

El estudio de las levaduras enoldgicas es relativamente reciente, afio con afio se
obtienen nuevas cepas en diversas partes del mundo correspondientes a casi 20 géneros
diferentes (Bisson y Joseph, 2009). Entre los géneros que sobresalen por la frecuencia con
que son aislados estan, al inicio de la fermentacion, Kloeckera, Hanseniaspora y Candida;
cuando la graduacion alcohdlica ronda entre 3 y 4% suelen observarse Metschnikowia y
Pichia, finalmente, en las ultimas etapas prevalece el género Saccharomyces. Otros géneros
como  Brettanomyces,  Kluyveromyces,  Schizosaccharomyces,  Torulaspora vy
Zygosaccharomyces pueden encontrarse también presentes durante y después de la
fermentacién, sin embargo, varios de ellos pueden ocasionar alteraciones en el vino
(Pretorius, 2000). Por su parte, Deak (2009) sefiala a Hanseniaspora uvarum como una

especie con potencial aplicacion en la enologia.

2.4.4.2 Criterios de seleccion
Entre las caracteristicas que se consideran para seleccionar una levadura con fines
enoldgicos se encuentran: a) aquellas que contemplan la duracion y eficiencia del proceso

fermentativo (eficiencia en la conversion de alcohol, inicio de la fermentacion, cinética
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fermentativa, etc.); b) la capacidad de la levadura para adaptarse a condiciones propias del
mosto (tolerancia al SO, al etanol, osmotolerancia, actividad a bajas temperaturas, etc.); c)
la produccion de metabolitos secundarios, tanto los que aportan aromas Yy originalidad al
vino (glicerol, alcoholes superiores, etc.) como aquellos que pueden resultar en disminucion
de la calidad (anhidrido sulfuroso, acido sulfhidrico, &cido acético, acetaldehido, etc.); y d)
la interaccion con otras especies (fenotipo Killer) (Subden, 1990; Degre, 1993;
Véazquez et al., 2005).

2.4.4.3 Proceso de seleccion

Con la finalidad de incrementar la diversidad de microorganismos con que se
cuenta asi como tenerlos disponibles en cultivo puro, muchos institutos y bodegas
constituyen colecciones de cepas de levaduras mediante un proceso que implica la seleccion,
el estudio de las aptitudes tecnoldgicas, la identificacion genética, la evaluacién a nivel
industrial y la conservacion de las cepas obtenidas (Branger et al., 2007).

La seleccion comienza con la recuperacion de microorganismos presentes en la
flora nativa, su propagacion, generalmente en medio selectivo y su purificacion.
Posteriormente se evallUan las caracteristicas enoldgicas de interés (eficiencia fermentativa,
eficiencia en la conversion de azucares a etanol, tolerancia a etanol, osmotolerancia,
produccién de compuestos de azufre, etc.) para descartar aquellas cepas con menor potencial
(Subden, 1990; Delfini y Formica, 2001).

La evaluacion industrial comprende, por una parte, el seguimiento de la
fermentacion a nivel de planta piloto y por otro lado la produccion de la cepa a nivel
comercial, el conocimiento de las condiciones de reproduccion, la recuperacion y el
almacenamiento. Finalmente se debe mantener las cepas en crioconservacion y asegurar el

mantenimiento de su viabilidad (Branger et al., 2007).

2.44.4 Antecedentes a nivel mundial

Habiéndose reconocido las bondades del empleo de levaduras nativas
seleccionadas, la investigacién enoldgica mundial se encuentra trabajando en esta area desde
hace maés de tres décadas, tanto en el estudio de la diversidad de microorganismos asociados

a regiones viticolas  delimitadas  (Poulard etal., 1980;  Vezinhet et al., 1992;

38



Versavaud et al., 1993), como en la identificacion de cepas de interés presentes de manera
natural durante los procesos de vinificacion (Heard y Fleet, 1986;
Frezier y Dubourdier, 1992; Vagnoli et al., 1993).

Este tipo de trabajos contintan siendo realizados en paises con amplia tradicion
vitivinicola como Francia (Sadoudi et al., 2012), Argentina (Massera et al., 2012), Espafia
(Barrajon-Simancas et al., 2011) e Italia (Capece et al., 2011; Suzzi et al., 2012).

Recientemente, los paises emergentes en la produccion de vino muestran cada vez
mas interés en esta linea de investigacion como se puede ver en Australia
(Borneman et al., 2012), China  (Lietal.,, 2011; Wangy Liu,2013) y Corea
(Hong y Park, 2013).

2.4.4.5 Avances a nivel regional

En México se cuenta con trabajos incipientes para la obtencion de cepas nativas con
potencial enolégico (Martinez-Peniche et al., 2014). En 2012 en Querétaro se comenzd con
un proyecto para seleccién de levaduras en vifiedos del estado. De alrededor de 100 cepas
aisladas se seleccionaron ocho pertenecientes al género Saccharomyces (Cuadro 2.7)
(Miranda, 2013) y ocho no-Saccharomyces (Cuadro 2.8) (Ortiz, 2013).

Cuadro 2.7 Cepas de algunas levaduras Saccharomyces seleccionadas en Querétaro y
sus caracteristicas de interés enoldgico

Caracteristica Cepas
N-5 SR-19 SR-25 SR-26

Especie S. cerevisiae S. cerevisiae S. paradoxus S. cerevisiae
Tolerancia a Elevada Moderada a Elevada Moderada

etanol elevada

Tolerancia a SO, Elevada Elevada Elevada Elevada
Rendimien
endimiento 16.3 g/°GL 16.9 g/°GL 18.2 g/°GL 16.8 g/°GL

azUcar/etanol

Elaborado con base en Miranda (2013)
Entre las cepas de S. cerevisiae destaca N-5 por su elevada eficiencia en la

conversion de azlcares en etanol (Cuadro 2.7), en tanto que N-39 del grupo
no-Saccharomyces (H.uvarum) es la que produce la mayor cantidad de glicerol
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(Cuadro 2.8), compuesto reconocido por aportar mayor viscosidad al vino (Jackson, 2014) lo

que se traduce como “cuerpo” en la cata (Aleixandre, 2006).

Cuadro 2.8 Cepas de levaduras no-Saccharomyces seleccionadas en Querétaro y sus
principales caracteristicas de interés enoldgico

Caracteristica Cepas

NB-39 NB-108 NB-31
Especie H. uvarum H. uvarum H. uvarum H. uvarum

Produccién de glicerol 7.45 g/l 5.90 g/l 5.80 g/l

. . . Moder

Tolerancia a etanol Baja Elevada Baja oderada a

elevada

Tolerancia a SO, Media Elevada Elevada Baja

Sobrevivencia en Cuatro dias Cuatro a cinco Cuatro dias Cuatro dias

presencia de S. cerevisiae
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1. OBJETIVOS

GENERAL

Evaluar la calidad fisica, quimica y sensorial de vinos blancos y tintos obtenidos a
partir de la fermentacion con dos levaduras nativas seleccionadas en vifiedos del estado de
Querétaro.

ESPECIFICOS

Estudiar el comportamiento fermentativo a nivel comercial y semicomercial de cepas
de levaduras seleccionadas en el estado de Querétaro.

Analizar las caracteristicas fisicas, quimicas y sensoriales de vinos de mesa obtenidos
con levaduras nativas seleccionadas, elaborados a partir de uva producida en la region.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Material biologico y sitio experimental
4.1.1  Localizacion del sitio experimental

El presente trabajo se realiz6 tanto en el Laboratorio de Fermentaciones y Fisiologia
de Frutas y Hortalizas de la UAQ, asi como en dos bodegas vinicolas comerciales
establecidas en el estado de Querétaro, “Escuela del Vino Artesanal” (con el apoyo de
“Vifiedos Azteca”) y “Cia. Vinicola San Patricio”. Asimismo, se empledé material de los
vifiedos de la “Finca El Rosario”, ubicada a 3 Km de la comunidad ‘La Griega’ Mpio. de El
Marqués y a aproximadamente 30 Km de la cd.de Querétaro y de “Rancho Tunas Blancas”
ubicado en la carretera San Juan del Rio-Cadereyta, Km 40+0.4, Mpio. de Ezequiel Montes
(a 59 Km de la capital del estado) (Cuadro 4.1):

Cuadro 4.1. Ubicacion y localizacion geografica de los vifiedos en el presente estudio

Vifiedo Municipio Elevacion (msnm) Ubicacién
“El Rosario” El Marqués 1850 20°50° LN, 100° 09’ LO
“Tunas Blancas”  Ezequiel Montes 1950 20°70° LN, 99° 88° LO

Fuente: Google Earth (2014).

4.1.2. Material bioldgico

4.1.2.1. Uva

Se utilizaron frutos de Vitis vinifera cv. ‘Merlot’ y ‘Syrah’ (50 Kg de cada una) para
la elaboracion de vinos tintos, asi como ‘Chardonnay’ para la elaboracion de vino blanco. En
el caso de ‘Chardonnay’ la cosecha se realizo en la primera semana de agosto de 2012, en
tanto que ‘Merlot’ y ‘Syrah’ se cosecharon en la segunda quincena del mismo mes; en todos
los casos las bayas se encontraban en madurez tecnologica aparente.

‘Chardonnay’ es la variedad de uva blanca con la mayor superficie establecida en el
mundo y reconocida para la elaboracion de vinos blancos de calidad, especialmente por ser
la Unica variedad blanca en la DO Champagne (Frank, 2008) y estar incluida en las DO
Montrachet, Meursault y Chablis. Durante mucho tiempo se considero uva blanca de ‘Pinot’

y es conocida con otras nomenclaturas como ‘Beaunois’ 0 ‘Aubain’. Es de suma importancia
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en Francia y en la region viticola de California, EE.UU. (Galet, 1979) y desarrolla bien en
suelos medianamente fértiles, calcareos y donde no hay sequias intensas. Sus bayas son
redondas y pequefias, de maduracion temprana pudiendo emplearse tanto para vinos blancos
$ecos como espumosos Y licorosos. Los vinos de ‘Chardonnay’ presentan aromas complejos
e intensos de frutos secos, de avellana, aromas tostados, de frutas exoticas y de mantequilla
(Boidron et al., 1995).

Por su parte, ‘Merlot’ es una de las variedades de uva para vino de mayor
distribucion en el estado, se conoce también con los nombres de ‘Petit merle’ y ‘Vitraille’
(Galet, 1979). La planta se adapta a suelos argilo-calcéareos, es vigorosa, de maduracion
temprana a intermedia y mas productiva que ‘Cabernet Sauvignon’ (Boidron et al., 1995). El
racimo es cilindrico, de entre 10 y 15 cm y suelto, pudiendo presentar un aleron. Las bayas
son redondas de color negro azulaceo (Galet, 1979) y de tamafio mediano. Permite obtener
vinos redondos, intensos, ricos en alcohol y color, de acidez relativamente baja y potencial
para guarda. Los aromas de los vinos de ‘Merlot’ suelen ser complejos y elegantes
(Boidron et al., 1995).

Finalmente, también conocida como ‘Schiras’, ‘Hignin noir’ y ‘Serenne’, la
variedad ‘Syrah’ se cultiva desde la época del Imperio Romano en el norte de las costas del
Raédano (Galet, 1979). El cultivo es muy sensible a clorosis y dificilmente se adapta a suelos
con elevados contenidos de carbonato de calcio activo (Boidron et al., 1995) tendiendo a
responder de manera muy particular en funcion del clima y suelo donde se cultive
(Robinson, 2000). Se considera una variedad de ciclo corto, resaltando que el periodo de
recoleccion es muy breve y se requiere, para decidir el momento de cosecha, tomar en cuenta
no solo azlcares y acidez sino el peso de las bayas (Boidron et al., 1995). Los rendimientos
suelen ser bajos, disminuyendo considerablemente la calidad al incrementar la produccion.
El racimo es mediano, conico y compacto con bayas pequefias, de forma eliptica y color
negro azulado, sumamente jugosas y dulces (Galet, 1979). Los vinos de ‘Syrah’ son rojo
intensos con buen grado alcoholico y aptos para su afiejamiento, presentando aromas a

violeta, olivas y cuero (Boidron et al., 1995).
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4122 Levaduras

Para la fermentacion alcohdlica se utilizaron dos levaduras nativas seleccionadas en
los vifiedos antes mencionados durante el afio 2012 (Miranda, 2013; Ortiz, 2013;
Martinez-Peniche et al., 2014). De la especie S. cerevisiae se emplearon la cepa nativa N-5
y, como testigo comercial, la cepa ICV-K1 (V1116) (Lallemand, 2014) (en adelante “K1”),
asi como la levadura nativa no-Saccharomyces NB-39 (Hanseniaspora uvarum). Las

principales caracteristicas de estas cepas se consignan en el Cuadro 4.2.

Cuadro 4.2 Principales caracteristicas de las cepas de levadura empleadas en el

presente estudio

Caracteristica N-5 K1l NB-39
Especie S. cerevisiae S. cerevisiae H. uvarum
Procedencia El Marqués, Languedoc San Juan del Rio,
Querétaro, México Rousillon, Francia Querétaro, México
Baja tolerancia a etanol,
Elevada tolerancia al Tolerante al media al sulfitado.
Caracteristicas  sulfitado y al etanol.  sulfitado y al etanol. Desarrollo normal de la
tecnoldgicas Fermentacion Fermentacion fermentacion en presencia
completa y réapida. completa y réapida. de K-1. Actividad B-

glucosidasa positiva

Elaborado con base en Martinez-Peniche et al. (2014) y (Lallemand, 2014).

4.2  Ensayos de microvinificacion en laboratorio
4.2.1  Multiplicacion de las levaduras y preparacion del pie de cuba

Para la propagacion de las cepas de levaduras se tomo una azada a partir de cultivos
puros en placa y se inocularon por separado en tubos de ensayo conteniendo medio NYDB
enriquecido en dextrosa (3x), se mantuvieron durante 72 h a 24 °C y 200 rpm de agitacion.
Pasado este tiempo se realizaron recuentos en la cdmara de Neubauer, ajustando la
concentracién a 1 x 10° UFC/ml (Sandoval et al., 2011).

Los pies de cuba se prepararon utilizando 15 ml de mosto sin sulfitar de la variedad

correspondiente, colocados en tubos de ensaye y mantenidos a 36+1 °C, una vez observada
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la actividad fermentativa (desprendimiento de anhidrido carbonico) los pies de cuba fueron
escalados al volumen final (Navarre, 1994).

4.2.2  Vinificacion en blanco

Para la vinificacion en blanco las uvas de la variedad ‘Chardonnay’ fueron
despalilladas manualmente, se estrujaron e inmediatamente se prensaron con ayuda de una
prensa vertical en malla de tergalina para obtener el mosto. EI mosto se mantuvo durante
24 h a 2°C para el desfangado, separando el liquido de los sedimentos mediante sifoneo.
Debido a las condiciones de sanidad en que se encontraba la uva (elevada presencia de
tierra), se realizd un tratamiento térmico similar a una termovinificacion, manteniendo el
mosto a 60 °C durante 20 min después de los cuales se enfrid nuevamente a 2 °C, se reposo
durante 24 h y se hizo un segundo desfangado para eliminar una mayor cantidad de sélidos
suspendidos (Hornsey, 2007).

Posteriormente se colocaron 800 ml del mosto en matraces Erlenmeyer de 1000 ml
y se inocularon con la cepa de levadura S. cerevisiae correspondiente para iniciar la
fermentacion. Para el caso de los tratamientos que ademas incluyeron a la levadura
no-Saccharomyces, ésta se inoculé con 36 horas de antelacion, pasado ese tiempo el mosto
se sulfito para proseguir con la inoculacion de la levadura S. cerevisiae
(Clemente-Jiménez et al., 2005; Medina et al., 2012).

Al momento de la inoculacion los mostos se encontraban de 25 a 27 °C; una vez
iniciada la fermentacion alcoholica (inoculacion con S. cerevisiae) y durante el curso de ésta,
la temperatura se mantuvo a 18+1 °C. Para el seguimiento y control de la fermentacion se
tomaron mediciones de la densidad y de temperatura. Se consideré terminada la
fermentacién cuando la densidad fue menor a 1000 g/I.

El vino obtenido se embotell6 evitando en lo posible el contacto con el aire para
prevenir del dafio por bacterias acéticas. Para la clarificacion y la estabilizacion tartarica se
repos6d a 2 °C durante tres meses, se trasegd y se realizaron las determinaciones fisicas,

quimicas y sensoriales correspondientes (Navarre, 1994).
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4.2.3  Vinificacion en tinto

La obtencion de vino tinto inicié con el despalillado y estrujado de bayas de las
variedades ‘Merlot’ y ‘Syrah’ utilizando una despalilladora mecéanica. Para las vinificaciones
800 ml de mosto se encubaron en matraces Erlenmeyer de 1000 ml en presencia de los
orujos y se inocularon con la cepa de S. cerevisiae para iniciar la fermentacion alcoholica,
iniciando con una temperatura de 25 °C y manteniéndola en 22+1 °C durante el curso de
ésta. En el caso de los tratamientos que incluian a la cepa no-Saccharomyces, ésta se inoculo
con 36 horas de antelacion, pasado ese tiempo el mosto se sulfitd (10 g/hl de K;Ss0;
equivalentes a 5 g/hl de SO,) para proseguir con la inoculacion de la levadura S. cerevisiae
(Clemente-Jiménez et al., 2005; Medina et al., 2012).

La maceracién tuvo una duracién de cinco dias, al final se separaron los orujos
escurriendo primero el vino flor y después sometiéndolos a prensado en malla de tergalina
en una prensa vertical de aluminio.

A partir del prensado se midieron la densidad y la temperatura obteniendo las
curvas correspondientes. Al igual que en los vinos blancos, se consideré completa la
fermentacion cuando la densidad fue menor a 1000 g/l, se embotellé y se conservo a 2+1 °C
durante tres meses para la estabilizacion tartarica y la clarificacion. Finalizado este periodo
se procedié a realizar los analisis fisicos, quimicos y sensoriales correspondientes
(Navarre, 1994).

4.3  Vinificaciones en bodegas
4.3.1 Bodega San Patricio

Se trabajo con 100 hl de mosto de la variedad ‘Ruby Cabernet’ (Vitis vinifera
‘Cabernet Sauvignon’ x ‘Carignan’) mediante vinificacion tradicional en tinto en cubas de
acero inoxidable y manteniendo el control de la temperatura. Previo a la inoculacion se
sulfité a una dosis de 15 g/hl. Para el pie de cuba se emplearon 1000 ml de in6culo ajustado
a 1x10° UFC/ml de levaduras de la cepa N-5. El tratamiento se comparé con otra
vinificacion similar en la cual so6lo se sulfito a la misma dosis para favorecer una

fermentacion espontanea con las levaduras nativas del mosto. Muestras de los vinos
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obtenidos fueron entregadas al Laboratorio de Fermentaciones para su analisis fisico y

quimico.

4.3.2  Escuela de Vino Artesanal
Se emplearon 800 1 de mosto de la variedad ‘Cabernet Sauvignon’ y se sometieron
a vinificaciéon tradicional en tinto. Para el pie de cuba se inocularon 1500 ml de una
suspension de la cepa N-5 a una concentracién de 1X10® UFC/ml. Los vinos obtenidos
fueron colocados en barrica durante ocho meses después de los cuales se embotellaron. Se
entregaron muestras representativas al Laboratorio de Fermentaciones para proceder a su
analisis utilizando como testigo un vino obtenido bajo las mismas condiciones pero a partir

de una levadura comercial.

4.4  Analisis de los vinos obtenidos
4.4.1 Fisicosy quimicos
44.1.1 Densidad
Se determind mediante picnometria (Pyrex, 25 ml), haciendo uso de la siguiente
ecuacion:
Wy - W,
Lf'
Donde p es la densidad expresada en g/ml, Wy el peso del picnémetro con la

P

muestra medida en gramos, Wv el peso en gramos del picnémetro vacio y V el volumen
calibrado del picnémetro en ml (OlV, 2014c). La determinacién se hizo por triplicado para

cada repeticion.

4.4.1.2 Potencial de hidrogeno
Se cuantificd el pH por triplicado mediante potenciémetro calibrado a dos puntos
(pH=4.01y 7.00) (OlV, 2014c).

44.1.3 Acidez total titulable
Se determind mediante titulacién con una soluciéon de NaOH 0.1N, valorada con

una solucién de &cido clorhidrico 0.1N. Se tomaron por triplicado para cada repeticion
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alicuotas de 5 ml de mosto diluidas con agua destilada a un volumen de 50 ml y se titularon
con la solucion de NaOH 0.1N hasta alcanzar un pH de 7.0, la acidez se expresé en g/l de
acido tartarico (OIV, 2014c).

4414 Acidez volatil

Se determin6 por el método de Garcia-Tena: Una alicuota de 11 ml de vino se
sometio a destilacion, se desecho la primera fraccion equivalente a un volumen de 5.1 ml, la
segunda fraccion (3.2 ml) se colectd y se titul6 con NaOH 0.009N utilizando fenolftaleina
como indicador. El vire de incoloro a rosa indico el fin de la titulacion. La acidez volatil se

expreso en g/l de &cido acetico (OlV, 2014c).

4415 Grado alcoholico

Se colocaron 100 ml de en un matraz bola y se destilaron % de la muestra
aproximadamente, el producto recolectado se vacié a un matraz volumétrico de 100 mi
aforando con agua destilada, se determiné la densidad por picnometria basandose en tablas

(Anexo 1) y haciendo el ajuste de temperatura (O1V, 2014c).

4.4.1.6 Contenido de glicerol

Para la cuantificacion de glicerol se empleé el paquete enziméatico Enzytec®
Glycerol (r-biopharm). Para la reacciébn 1 ml de solucién tampdn de glicilglicina
(NADD+ATP+PEP) fue adicionado de 0.1 ml de vino y a 0.01 ml de una suspension de
piruvato kinasa y L-lactato deshidrogenasa, se agregaron 1.9 ml de agua bidestilada, se agit6
y pasados cinco minutos se agregaron 0.01 ml de una suspension de glicerokinasa. La
mezcla se agitd nuevamente, se reposd cinco minutos y se leyd la absorbancia a 340 nm
empleando una celda de 1.00 cm de espesor. Se repitio la lectura pasados dos minutos. La

reaccion se detalla en el Anexo II.

4417 Sustancias reductoras
Con base en el método de Fehling, se colocaron 10 ml de vino sin decolorar en un
matraz volumétrico y se ajustdo a 50 ml con agua destilada, la dilucion se vertié en una

bureta. En paralelo, 10 ml de licor de Fehling fueron adicionados de 50 ml de agua destilada
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y tres gotas de azul de metileno, se calenté la mezcla con agitacién hasta ebullicion,
momento en que se inicio la titulacion con la solucion de la muestra. Se considero alcanzado
el punto de neutralidad al observar que el sobrenadante se tornaba incoloro. Para determinar

el titulo del licor de Fehling se empled una solucion de glucosa 0.2 % (OIV, 2014c).

44.1.8 Caracteristicas cromaticas

Para la determinacion de las caracteristicas cromaticas se elimind el mayor
contenido posible de CO, con agitacion y se realizaron diluciones 1/10 en agua destilada. Se
determinaron por triplicado para cada repeticion las absorbancias a A = DOgz, DOsy Y
DOs20 Nm mediante un espectrofotometro UV-VIS. Se calcularon la intensidad colorante
(Absszo para blancos y Absso+Abssy+Absgy para tintos), asi como el matiz en los vinos
tintos (Absgo/ Abssyo) (O1V 2014c¢).

4.4.2  Andlisis sensorial

En el ensayo de microvinificaciones, a partir de las repeticiones (cinco para
‘Chardonnay’ y nueve para cada variedad tinta), se tomaron alicuotas para obtener una
mezcla final de 1500 ml. Se embotellaron y se mantuvieron a 2+1 °C hasta su empleo. A
cada muestra se le asign6 una clave conformada por letras y digitos de manera aleatoria; los
vinos se sirvieron en copas tipo tulipan y se acomodaron sobre una mesa en orden de
degustacion; dicho orden se obtuvo mediante aleatorizacion para cada juez. Se contd con la

presencia de 36 panelistas no entrenados.

El analisis consistio de dos pruebas: heddnica no estructurada con tres acotaciones,
neutral en el centro y en los extremos “me gusta mucho” y “me disgusta mucho” y prueba de
Kramer, en que se pidio a los jueces que clasificasen las muestras de vinos por orden
decreciente de preferencia segin su apreciacion. En ambas pruebas se solicitd la evaluacién

de los aspectos visual, olfativo, gustativo y aceptabilidad general.
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4.5  Métodos estadisticos
45.1 Diseiio del experimento
4511 Vinificacion en blanco
Se realizd un experimento bifactorial bajo un disefio experimental completamente al
azar con cinco repeticiones, siendo los factores a evaluar la cepa de levadura S. cerevisiae
(nativa seleccionada N-5 y testigo comercial K-1) y el empleo de una cepa del tipo
no-Saccharomyces (con y sin Hanseniaspora uvarum NB-39). La unidad experimental

consistio de 800 ml de mosto.

45.1.2 Vinificacion en tinto

En un arreglo trifactorial completo se evaluaron: 1) la cepa de levadura
S. cerevisiae utilizada para la fermentacion alcohdlica (nativa seleccionada N-5 y comercial
K-1); 2) el empleo de una cepa del tipo no-Saccharomyces (con y sin Hanseniaspora
uvarum NB-39) y 3) el cepaje de vid (‘Merlot’ y ‘Syrah’). El disefio experimental fue
completamente al azar con nueve repeticiones. La unidad experimental consistié de 800 ml

de mosto.

45.2 Variables evaluadas
4521 Fisicas y quimicas

Se evaluaron densidad, potencial de hidrogeno, acidez total titulable, grado
alcohdlico, acidez volatil, contenido de glicerol, sustancias reductoras, intensidad colorante y

matiz.

4522 Sensoriales

Se analizaron los aspectos visual, olfativo, gustativo y aceptacion general.

4.6  Analisis estadistico

Los datos de las variables obtenidas fueron sometidos a analisis de varianza de
Fisher y pruebas de medias de Student (analisis fisicos y quimicos) y de Tukey (prueba
sensorial hedonica no estructurada) utilizando el programa estadistico “STATGRAPHICS
Centurion XVIL.I”, asi como la comparacion con base en las tablas de Kramer (1963) en el
caso de la prueba de preferencia en el analisis sensorial (Anexo V).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Microvinificaciones en laboratorio
5.1.1 Seguimiento de la fermentacion
5.1.1.1 Vinos de ‘Chardonnay’
En todos los tratamientos se observaron fermentaciones completas (p < 1000 g/l).
En los mostos de ‘Chardonnay’ (Figura5.1) las fermentaciones con N-5 (cepa nativa
seleccionada) y con K-1 (cepa testigo) terminan al dia seis alcanzando valores similares de
densidad final (990.5 g/l para N-5 vs. 990.7 g/l para K-1).
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Figura 5.1 Evolucion de la densidad de mosto de la variedad ‘Chardonnay’ durante la
fermentacion alcohdlica con las cepas de S. cerevisiae N-5 (nativa
seleccionada) y K-1 (testigo comercial).

Por otro lado, al incorporar a la cepa NB-39 (H.uvarum) se observa que,
independientemente de la cepa de S. cerevisiae, el final de la fermentacion se alcanza al dia
cinco, es decir, se obtiene un adelanto de la fermentacion de un dia (Figura 5.2). Lo cual
podria tener un efecto en la composicion quimica del vino, a este respecto,
Remize et al. (1999) encontraron una mayor concentracion de glicerol en los vinos cuando la

fermentacidn se completaba alrededor de 30 horas antes que el testigo.
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Figura 5.2. Evolucién de la densidad de mosto de la variedad ‘Chardonnay’ durante la
fermentacion alcohdlica con las cepas de S.cerevisiae N-5 (nativa
seleccionada) y K-1 (testigo comercial) en presencia de la levadura
no-Saccharomyces NB-39 (H. uvarum).

En contraste con el presente estudio, Andorra et al. (2010) reportan fermentaciones
incompletas al utilizar un cultivo mixto de H. uvarum/S. cerevisiae, lo cual podria deberse a
la proporcién de la mezcla de cepas del indculo, pues mientras ellos la usaron en una unica
inoculacion a una razon 9:1, respectivamente, en el presente estudio se inocul6 1:1 de
manera secuencial.

Por su parte, Medinaetal. (2012) reportan diferencias en el crecimiento
poblacional de S. cerevisiae en funcidn de la proporcion H. vinae: S. cerevisiae (10:1 vs. 1:1)
inoculadas de manera secuencial (H.vinae 24 h antes que S. cerevisiae), teniendo como
consecuencia una disminucion de 25% en el crecimiento de S. cerevisiae al incrementar el
inoculo de H. vinae y una lenta velocidad de fermentacion.

Sin embargo, el empleo de cepas no-Saccharomyces no siempre afecta la velocidad
fermentativa, de hecho, Viana et al. (2011) aseguran que la inoculacion con una cepa de
H. vinae no tuvo efectos, ni en la fermentacion, ni en el crecimiento de S. cerevisiae, sin
importar la proporcion de las cepas ni la forma de inocularlas (mixta o secuencial). En el

presente estudio se trabajaron proporciones idénticas de ambos microorganismos inoculados
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de manera secuencial, ademas, el sulfitado posterior a la primera inoculacién pudo haber
contribuido a disminuir la poblacion de H. uvarum, evitando asi un posible efecto sobre el

crecimiento de S. cerevisiae.

5.1.1.2 Vinos tintos

En cuanto a los vinos tintos, en el caso particular de ‘Merlot’, ambas levaduras

terminan la fermentacion al dia 7 (Figura 5.3).
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Figura 5.3. Evolucion de la densidad de mosto de la variedad ‘Merlot’ durante la
fermentacion alcohdlica con las cepas de S. cerevisiae N-5 (nativa

seleccionada) y K-1 (testigo comercial).

Por otro lado en presencia de H. uvarum el tiempo de fermentacion disminuye de

manera desigual (5 d para K-1 vs. 6 d para N-5) (Figura 5.4).
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Figura 5.4 Evolucion de la densidad de mosto de la variedad ‘Merlot’ durante la
fermentacion alcohdlica con las cepas de S.cerevisiae N-5 (nativa
seleccionada) y K-1 (testigo comercial) en presencia de la levadura
no-Saccharomyces NB-39 (H. uvarum).

Por lo que respecta al cultivar ‘Syrah’, la cepa N-5 tarda un dia méas en terminar la
fermentacion respecto a K-1 (8 d vs. 7 d, respectivamente) (Figura 5.5), este comportamiento
se repite en presencia de H.uvarum, donde ademas se adelanta un dia el final de la
fermentacion (6 d para K-1 vs. 7 d para N-5) (Figura 5.6).

Las diferencias observadas en los tiempos de fermentacion en los diferentes mostos
podrian deberse tanto a la composicién nutrimental propia de cada mosto como a las
interacciones entre las diferentes especies de levaduras. Si bien ambos cultivares tintos se
encontraban en estados fisiologicos similares y requieren las mismas condiciones de
temperatura para alcanzar su maduracion (Gladstones, 2011), bajo climas muy calidos

Merlot es més susceptible a cambios en su composicion (Skelton, 2007).

Respecto a la interaccion entre los distintos géneros de levaduras,
Ciani et al. (2010) también observaron diferencias en la velocidad de fermentaciones con
cultivos mixtos que contenian a H. uvarum, lo cual atribuyeron a la posible competencia por

vitaminas y otros nutrientes.
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Figura 5.6 Evolucion de la densidad de mosto de la variedad ‘Syrah’ durante la
las cepas de S.cerevisiae N-5 (nativa
seleccionada) y K-1 (testigo comercial) en presencia de la levadura

fermentacién alcohdlica con
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no-Saccharomyces NB-39 (H. uvarum).
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Ademas de la glucosa y la fructosa, el nitrégeno es reconocido como el principal
nutriente presente en el mosto, y su disponibilidad afectara la cinética de reproduccion de las
levaduras y, por lo tanto, la velocidad de fermentacion (Guzzon etal., 2011;
Medina et al., 2012). Otros nutrientes como la tiamina tienen también efectos importantes en
el crecimiento de las diversas poblaciones de levaduras presentes en el mosto
(Bataillon et al., 1996) y su deficiencia puede limitar el crecimiento de las diversas
poblaciones.

Finalmente, es importante destacar que todas las fermentaciones se llevaron a cabo
en mostos que no fueron enriquecidos con nitrdgeno ni con enzimas, practica recurrente en
la region y que, ademas de incrementar los costos de produccion, fomenta la formacion de

compuestos toxicos como aminas biogénicas (Bach et al., 2011).

5.1.2 Andlisis fisicos y quimicos

51.2.1 Potencial de hidrogeno, acidez total titulable y acidez volatil

El vino presenta una gran diversidad de &cidos en su composicion, éstos pueden
provenir de la propia uva (acido tartarico, malico, citrico, etc.) o bien, formarse durante la
fermentacion (acido acético, piravico, lactico, etc.) y en conjunto estan expresados como
acidez total titulable, mientras que el potencial de hidrégeno se refiere exclusivamente a la
concentracion de iones hidroxonio (HsO") en el vino, pero es la acidez volatil la variable
mas importante que marca la sanidad de los vinos, no pudiendo ser ésta mayor a 1.1 g/l de
acido acético, de acuerdo con las disposiciones legales (Ribéreau-Gayon et al., 2006b).

a) Vinos de ‘Chardonnay’

No se observan diferencias entre tratamientos respecto a los niveles de pH, acidez
total titulable ni acidez volatil para los vinos obtenidos con ‘Chardonnay’, ni en la
interaccion de los dos factores [a) cepa de S. cerevisiae y b) empleo de la cepa H. uvarum]
(Cuadro 5.1). En todos los tratamientos los valores de pH se encuentran dentro del rango
normal para vinos (2.8 a 4.0) (Ribéreau-Gayon et al., 2006b), la acidez total titulable es baja
pues se ubica en un rango de 4.52 a 4.59 g/l, valores inferiores al minimo recomendado de

5.0 g/l (Jackish, 1985) y se cumple con los limites legales de acidez volatil siendo ésta un
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poco mas baja para ‘Chardonnay’ (0.16-0.17 g/l de &cido acético) que para los vinos tintos
(0.21 a 0.23 g/l de &cido acetico). Estos resultados son similares a los obtenidos por
Miranda (2013) y Ortiz (2013) al trabajar con las mismas cepas en la obtencién de vinos

tintos.

Cuadro 5.1 Valores de potencial de hidrégeno (pH), acidez total titulable (ATT) y
acidez volatil (AV) de vinos de la variedad ‘Chardonnay’ obtenidos con
levaduras nativas seleccionadas en Querétaro

ATT! AV?
Factor Tratamiento pH! (9/l de &cido  (g/I de 4cido
tartarico) acético)
N-5 3.16a 452 a 0.17 a
A) Levadura S. cerevisiae K-1 3.14a 459 a 0.16 a
Valor de “F”  0.18"° 1.02M 2.06"°
Presencia 3.15a 454 a 0.16 a
B) Levadura H. uvarum Ausencia 3.15a 457 a 0.17a
Valor de “F"  0.00" 0.11M 0.03"
%CV 0.11 0.61 0.48
DMS 0.06 0.16 0.03
Valor de “F” de la interaccion 0.04" 0.59 M 0.10™

! Promedios de 30 valores individuales. © Promedios de 10 valores individuales. > No
significativo (p <0.05). Medias con letras iguales en una columna denotan equivalencia
estadisticas para cada factor. %CV=Porcentaje de coeficiente de variaciébn. DMS=Diferencia
minima significativa (Student p < 0.05).

La acidez volatil representa la cantidad generada de acido acético que puede
provenir del metabolismo de los acidos citrico, malico, tartarico y glucénico, asi como de las
hexosas, las pentosas Yy el glicerol y dan lugar a lo que se conoce como avinagrado del vino,
haciendo imposible su comercializacion (Jackson, 2014). Valores elevados de acidez volatil
se deben mayoritariamente a la actividad de bacterias acéticas presentes en el medio
ambiente pues aunque levaduras del género Saccharomyces pueden producirlo, lo hacen en
muy bajas concentraciones (0.1 a 0.3 g/l de &cido acético) (Zamora, 2009).

Los resultados de acidez volatil obtenidos en el presente estudio coinciden con los
reportados por Ciani et al. (2006) quienes no encontraron diferencias en el contenido de
acidez volatil al emplear cultivos secuenciales de H. uvarum y S. cerevisiae en comparacion

con cultivos Unicos de S. cerevisiae en mostos de ‘Chardonnay’.
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b) Vinos tintos

En los vinos tintos se encontraron diferencias Unicamente entre cepajes de vid para
el pH (3.52 en ‘Merlot’ vs. 3.66 en ‘Syrah’) y la acidez volatil (0.21 g/l de acido acético en
‘Merlot’ vs. 0.23 g/l en ‘Syrah’) (Cuadro 5.2).
Cuadro 5.2 Valores de potencial de hidrogeno (pH), acidez total titulable (ATT) y

acidez volatil (AV) de vinos tintos de las variedades ‘Merlot’ y ‘Syrah’
obtenidos con levaduras nativas seleccionadas en Querétaro

ATT! AV?
Factor Tratamiento pH! (o/1 de acido  (g/l de &cido
tartarico) acético)
N-5 3.59a 3.49a 0.22a
A) Levadura S. cerevisiae K-1 3.60a 3.52a 0.22a
Valor de “F"  0.30"° 0.39"° 0.17"
Presencia 3.60a 347a 0.23a
B) Levadura H. uvarum Ausencia 3.59a 3.55a 0.21a
Valor de “F"  0.24"° 2.46"° 3.76"°
‘Merlot’ 3.52a 35la 0.21la
C) Cepaje de vid ‘Syrah’ 3.66 b 351a 023 b
Valor de “F"  53.00%* 0.01"° 7.28%*
%CV 0.20 1.19 0.43
DMS 0.04 0.10 0.15

! Promedios de 54 valores individuales. > Promedios de 18 valores individuales. ™~ No
significativo y altamente significativo (p <0.01), respectivamente. Medias con letras
distintas en una columna denotan diferencias estadisticas para cada factor. %CV=Porcentaje
de coeficiente de variacion. DMS=Diferencia minima significativa (Student p <0.05).

Las diferencias en el pH pueden deberse a la composicién inicial propia de cada
cultivar en cuanto a su contenido inicial de acidos, no asi en el caso de la acidez volatil, pues
se sabe que ésta se debe a la formacion de acidos durante la fermentacion. Al respecto,
Ribéreau-Gayon et al. (2006b) mencionan que la formacion de acido acético puede provenir
no exclusivamente de la oxidacion microbiana del etanol sino también de su oxidacion
enzimatica o quimica.

Entre los principales compuestos que protegen a un vino de la oxidacion se
encuentran los polifenoles extraidos durante la maceracion en presencia del orujo y, en

ocasiones, del raquis. Un ejemplo de la relacion entre la presencia de compuestos fenolicos y
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la acidez volatil del vino esta reportado en el trabajo de Spranger et al. (2004) en el cual la

maceracion en presencia del raquis arroja valores menores de acidez volatil.

El perfil fendlico estd fuertemente determinado por el genotipo de la uva
(Jin et al., 2009) pero ademas se ve influenciado por variaciones climaticas y por el manejo
agronémico del cultivo por lo que un menor contenido de estos compuestos en los mostos de
la variedad ‘Syrah’ en comparacion con los de ‘Merlot’ empleados en el presente estudio
pudo haber resultado en su mayor concentracién de acidez volatil, no obstante, a nivel

tecnoldgico esta diferencia dista de ser importante.

Respecto a los efectos de interaccion éstos son altamente significativos en el caso
de la cepa no-Saccharomyces x la variedad de uva (F=10.93**), asi como en la interaccién

de segundo orden para los tres factores (F=6.10**) (Cuadro 5.3).

Cuadro 5.3 Significancia estadistica y valor de “F” de las interacciones para el
potencial de hidrogeno (pH), la acidez total titulable (ATT) y la acidez
volatil (AV) de vinos tintos

Interaccion pH ATT AV
SCx NS 0.00™ 0.65™° 1.98™
SCx CV 0.21™ 1.95M 0.04M°
NS x CV 0.04"3 0.03"™® 10.93**

SCx NS x CV 0.03"° 0.02™° 6.10%*

SC: Cepa de Saccharomyces cerevisiae; NS: Empleo de Hanseniaspora uvarum;
CV: Variedad de uva. ™ ™ No significativo y altamente significativo (p <0.01),
respectivamente.

Con respecto a la interaccion entre el uso de la cepa no-Saccharomyces y la
variedad de uva, en la Figura5.7 puede apreciarse un efecto diferencial de la cepa de
H. uvarum sobre la acidez volatil en funcion del cepaje de uva pues mientras en el caso de
‘Merlot’ practicamente no hay efecto de la levadura, en ‘Syrah’ la acidez volatil se
incrementa en presencia de H. uvarum, esto podria deberse a que el metabolismo de la cepa
no-Saccharomyces NB-39 sea afectado por la composicion del mosto de tal manera que

pueda dar como resultado una composicion quimica del vino que favorezca la acetificacion.
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Figura 5.7 Andlisis gréafico del efecto de interaccién entre el uso de la cepa
no-Sacchaormyces (NB-39) y la variedad de uva sobre la acidez volatil.
Medias con letras distintas denotan diferencias estadisticas. Diferencia
minima significativa = 0.015 (Student p < 0.05).

Finalmente, en el caso de la interaccion entre los tres factores el tratamiento con
menor acidez volatil fue la fermentacion de ‘Syrah’ con la cepa K-1 en ausencia de la
no-Saccharomyces (0.197 g/l de &cido acético) y el mayor valor se obtuvo con K-1 en

presencia de la cepa H. uvarum, igualmente en mosto de ‘Syrah’ (0.263 g/l) (Cuadro 5.4).

Cuadro 5.4 Valores de acidez volatil para los diferentes tratamientos en vinos de las

variedades ‘Merlot’ y ‘Syrah’ obtenidos con levaduras nativas
seleccionadas en Querétaro

Tratamiento Acidez volatil (g/l de &cido acético)
K-1 sin H. uvarum, ‘Syrah’ 0.197 a
K-1 con H. uvarum, ‘Merlot’ 0.200 ab
N-5 con H. uvarum, ‘Merlot’ 0.212 abc
N-5 sin H. uvarum, ‘Merlot’ 0.214 abc
K-1 sin H. uvarum, ‘Merlot’ 0.218 bc
N-5 sin H. uvarum, ‘Syrah’ 0227 cd
N-5 con H. uvarum, ‘Syrah’ 0237 d
K-1 con H. uvarum, ‘Syrah’ 0.263 e

Medias con letras distintas denotan diferencias estadisticas. Diferencia minima
significativa = 0.018 (Student p < 0.05).
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Con el objetivo de entender a qué se deben estos resultados se podrian probar estas
cepas en mostos sintéticos de composicién homogénea, asi como realizar ensayos enfocados
a entender la interaccion entre las dos cepas en cuanto al consumo de nutrientes y la sintesis
de metabolitos que pudieran estar relacionados con la posterior formacién de acido acético.

No es extrafio este comportamiento desigual entre tratamientos, pues se ha
demostrado que tanto el varietal (De la Cruz et al., 2012) como la cepa de S. cerevisiae
(Barbosa et al., 2009) y de H. uvarum (Jolly et al., 2006) pueden afectar ya sea positiva o
negativamente la concentracion de &cido acético en funcién de la composicion del mosto, la

capacidad de las cepas para formar etanol y el estado fisiolégico de la uva.

5.1.2.2 Grado alcoholico y contenido de glicerol

a) ‘Chardonnay’
Los dos alcoholes de mayor importancia en el vino son el etanol y el glicerol. En los

vinos de ‘Chardonnay’ no hay diferencias significativas en la graduacion alcoholica

asociadas a los efectos principales ni a la interaccion (Cuadro 5.5).

Cuadro 5.5 Graduacién alcohdlica y contenido de glicerol en vinos de la variedad
‘Chardonnay’ obtenidos con levaduras nativas seleccionadas en Querétaro

. Grado alcohdlico® Glicerol*
F r Tratamien

acto atamiento °GL) @)
N-5 12.60 a 6.91 a
A) Levadura S. cerevisiae K-1 12.37 a 6.91a
Valor de “F" 1.00™ 0.00 ™
Presencia 12.31a 6.93 a
B) Levadura H. uvarum Ausencia 12.63 a 6.88 a
Valor de “F" 272 027"

%CV 1.56 0.43

DMS 0.42 0.13
Valor de “F” de la interaccion 0.01™® 1.05 M

! Promedios de 10 valores individuales. "> No significativo. Medias con letras iguales en una
columna denotan equivalencia estadistica para cada factor. %CV=Porcentaje de coeficiente
de variacion. DMS=Diferencia minima significativa (Student p < 0.05).

El contenido legal de alcohol en vinos de mesa se encuentra entre 7 y 13.9 °GL

(Zraly, 2009), productores de la region comentan que los vinos suelen presentar contenidos
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de alcohol que, sin estar fuera de norma, ellos consideran bajos (alrededor de 10 °GL), sin
embargo, esto depende mucho de la fecha de cosecha y de la variedad de uva, se sabe de
vinos de ‘Garnacha’ obtenidos en el estado que llegan a rondar hasta 15°GL
(C.P. Cardoso, 2012). En el presente estudio se demuestra que es posible obtener vinos cuya
graduacion alcohdlica sea adecuada para la comercializacion, si bien esto varia entre afios y

cepajes.

b) Vinos tintos

Una de las principales razones por la que el contenido de alcohol final en el vino se
ve fuertemente afectado en la region es la ocurrencia de lluvias en la época de cosecha con la
consecuente disminucién de la concentracion de azucares presentes en la uva,
De laCruz et al. (2012) encontraron valores de 9.1 y 11.7°GL en vinos de ‘Cabernet
Sauvignon’ y ‘Merlot’, respectivamente, a partir de la cosecha correspondiente a 2011 de
vifiedos del estado utilizando una levadura comercial S. cerevisiae.

En cuanto al contenido de glicerol no se observan diferencias relacionadas a
ninguna de las cepas, cabe destacar que los valores obtenidos (6.88 a 6.91 g/l) son
considerablemente superiores a los reportados en muchos estudios los cuales varian entre
1.44 (Clemente-Jiménez et al., 2005) hasta 5.8 a 6.0 g/l (Andorra et al., 2012) cuando se
emplean inoculaciones mixtas con diversos géneros, sobresaliendo cepas del género
Candida spp.

Respecto a los vinos tintos no se observan diferencias en el contenido de alcohol
asociadas al empleo de H. uvarum (Cuadro 5.6), esto es ldgico puesto que esta especie,
dependiendo de la cepa, sélo es capaz de producir entre 2.4 y 4.5 de etanol (% v/v)
(Ciani et al., 2006; Estela et al., 2011), mucho menos de lo que en promedio presenta un
vino de mesa.

Al comparar las cepas de S. cerevisiae se obtiene una concentracion ligeramente
mayor con K-1 que con N-5 (11.23 vs. 11.05 °GL) (Cuadro 5.6), resultado que contrasta con
lo reportado por Miranda (2014) donde N-5 supera a K-1 (15.22 vs. 14.93 °GL,

respectivamente).

62



Cuadro 5.6 Graduacién alcohdlica y contenido de glicerol en vinos tintos de las
variedades ‘Merlot> y ‘Syrah’ obtenidos con levaduras nativas
seleccionadas en Querétaro

. Grado alcohdlico® Glicerol*
Factor Tratamiento °GL) )
N-5 11.05 b 3.46a
A) Levadura S. cerevisiae K-1 11.23a 3.38a
Valor de “F" 6.47** 0.96 "
Presencia 11.12 a 3.42a
B) Levadura H. uvarum Ausencia 11.16a 34l1a
Valor de “F" 0.27" 0.02 "
‘Merlot’ 10.96 b 3.49a
C) Cepaje de vid ‘Syrah’ 11.32a 334 b
Valor de “F" 26.95** 3.69**
%CV 0.74 1.17
DMS 0.14 0.10

1 Promedios de 18 valores individuales. ™~ No significativo y altamente significativo

(p <0.01), respectivamente. Medias con letras distintas en una columna denotan diferencias
estadisticas para cada factor. %CV=Porcentaje de coeficiente de variacion. DMS=Diferencia
minima significativa (Student p < 0.05).

Esto pudiera deberse a dos razones, la primera, que la cepa presente una elevada
inestabilidad genética y durante la multiplicacion se haya visto afectada en cuanto a su
capacidad fermentativa, sin embargo esto es poco probable pues S. cerevisiae es reconocida
por sus multiples mecanismos supresores de inestabilidad genética (Kolodner et al., 2002) y
la baja ocurrencia de eventos de polimorfismo (Dujon, 2010).

La segunda razén, y la mas probable, es la diferencia de composicién de los mostos
utilizados en ambos estudios pues ésta no sélo se remite a la variabilidad entre cosechas,
sino también a las diferentes variedades utilizadas (‘Cabernet Sauvignon’, ‘Merlot’, ‘Syrah’
y ‘Cabernet Franc’ de la cosecha 2012 en el estudio de Miranda (2013) vs. ‘Merlot’ y
‘Syrah’ de la cosecha 2013 en el presente estudio), asimismo, en el trabajo realizado con la
cosecha 2012, los mostos fueron ajustados a 25°Brix y pH=3.5 (Miranda, 2013), sin
embargo, en ambos casos la diferencia entre cepas es despreciable a nivel tecnoldgico.
Palacios et al. (2007) afirman de manera categorica que S. cerevisiae es incapaz de marcar

diferencias en el grado alcohdlico y que, en todo caso, las diferencias reportadas en otros
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estudios son debidas en muy baja proporcion a la cepa de S. cerevisiae utilizada. Para fines
practicos el presente estudio confirma dicha afirmacion.

En cuanto al contenido de glicerol, al igual que en el caso de los vinos de
‘Chardonnay’, no se observan diferencias relacionadas con ninguna de las levaduras
empleadas (Cuadro 5.6). Si bien H. uvarum en su estado anamorfo (Kloeckera apiculata) ha
sido reportada como wuna especie sobresaliente en la produccion de glicerol
(Ranieri y Pretorius, 2000), su comportamiento difiere entre cepas.

Diversos estudios coinciden con lo encontrado en este trabajo en cuanto a la
produccion de glicerol por H. uvarum, por ejemplo, Ciani y Maccarelli (1997) obtuvieron
valores promedio de 4.26 g/l al usar esta especie contra 7.28 g/l obtenidos por S. cerevisiae,
ambas levaduras en cultivos individuales en mostos corregidos (27% de azUcares) de la
variedad ‘Trebbiano Toscano’. En mostos de Macabeo, Andorra et al. (2010) no encontraron
diferencias en el contenido de glicerol al emplear un cultivo mixto de S. cerevisiae y
H. uvarum respecto a un cultivo puro de S. cerevisiae. Utilizando la cepa NB-39,
Ortiz (2013) encontré un valor promedio de 7.45 g/l en mostos corregidos (21 °Brix y
pH=3.5).

Por lo que respecta al cepaje de vid se obtuvo una mayor concentracion en ‘Merlot’
que en ‘Syrah’, se sabe que las levaduras tienden a favorecer la sintesis de glicerol cuando se
encuentran en condiciones de estrés osmético o bien, de escasez de nutrientes nitrogenados
por lo que las diferencias en la composicion entre ambos mostos pudieron haber fomentado
este metabolismo (Scanes et al., 1998). Esto se confirma con el hecho de que los vinos de
‘Merlot’ hubieran alcanzado menores concentraciones de etanol pues ambos metabolismos
(la sintesis de etanol y la de glicerol) compiten en la célula a partir de la fosforilacién de la
glucosa que, bajo condiciones optimas se convierte de manera equimolar en gliceraldehido-
3-fosfato para la formacion de etanol y en dihidroxiacetona-fosfato para la sintesis de
glicerol (Scanes et al., 1998).

De manera general se busca incrementar la concentracion de glicerol en los vinos
pues esta sustancia mejora la estructura, si bien el contenido de glicerol en los vinos de mesa
se encuentra en un rango de 1a 15 g/l (Pretorius, 2000). Los valores encontrados en los
vinos tintos en este estudio son bajos (entre 3.34 y 3.49 g/l), especialmente si se comparan
con los vinos de ‘Chardonnay’ (de 6.98 a 6.93 g/l) pues suelen haber mayores proporciones
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de glicerol en los vinos tintos que en los blancos, esto podria tener un efecto negativo a nivel
sensorial pudiendo los vinos ser calificados como pobres en cuanto a cuerpo pues el umbral
de deteccion para el glicerol es de 5.2 g/l (Pretorius, 2000). Por ultimo, ninguna de las

interacciones fue significativa ni para grado alcohoélico ni en cuanto a glicerol (Cuadro 5.7).

Cuadro 5.7 Significancia estadistica y valor de “F” de las interacciones para el grado
alcohdlico y el contenido de glicerol en vinos tintos

Interaccion Grado alcohdlico Glicerol
SC x NS 0.22™ 0.38 ™
SC x CV 0.65"° 0.01 M
NS x CV 3.47™ 1.60 N

SCx NS x CV 0.05"° 0.60 ™°

SC: Cepa de Saccharomyces cerevisiae; NS: Empleo de Hanseniaspora uvarum;
CV: Variedad de uva. ¥ No significativo.

5.1.2.3 Sustancias reductoras

a) Vinos de ‘Chardonnay’

En cuanto a sustancias reductoras se cumple con los valores legales para clasificar
el vino como seco (mé&ximo 2.5 g/l) (Ewart, 2003). No se observaron diferencias entre

tratamientos para ninguna de las variables.

Cuadro 5.8 Contenido de sustancias reductoras en vinos de la variedad ‘Chardonnay’
obtenidos con levaduras nativas seleccionadas en Querétaro

) Sustancias reductoras*
Factor Tratamiento

(9/1)
N-5 0.60 a
A) Levadura S. cerevisiae K-1 0.64 a
Valor de “F" 0.50™
Presencia 0.63a
B) Levadura H. uvarum Ausencia 0.61a
Valor de “F" 0.68"°
%CV 1.92
DMS 0.09
Valor de “F” de la interaccion 0.77"

! Promedios de 10 valores individuales. > No significativo. Medias con letras iguales en una
columna denotan equivalencia estadistica para cada factor. %CV=Porcentaje de coeficiente
de variacion. DMS=Diferencia minima significativa (Student p < 0.05).
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b) Vinos tintos
Los valores de sustancias reductoras son mayores que los de los vinos de

‘Chardonnay’ encontrandose en un rango de 1.46-1.58 g/l lo que igualmente los clasificaria
como vinos secos, no se observan diferencias entre tratamientos para esta variable
(Cuadro 5.9).

Cuadro 5.9 Contenido de sustancias reductoras en vinos tintos de las variedades
‘Merlot’ y ‘Syrah’ obtenidos con levaduras nativas seleccionadas en

Querétaro
Factor Tratamiento Sustancias reductoras®
(9/1)
N-5 149a
A) Levadura S. cerevisiae K-1 155a
Valor de “F" 0.94"s
Presencia 157 a
B) Levadura H. uvarum Ausencia 1.48 a
Valor de “F" 2.25"°
‘Merlot’ 1.58 a
C) Cepaje de vid ‘Syrah’ 1.46 a
Valor de “F" 3.69"
%CV 4.37
DMS 0.15

! Promedios de 18 valores individuales. > No significativo. Medias con letras iguales en una
columna denotan equivalencia estadistica para cada factor. %CV=Porcentaje de coeficiente
de variacion. DMS=Diferencia minima significativa (Student p < 0.05).

Asimismo, del andlisis de varianza se desprende que no hay efecto de las

interacciones sobre el contenido de sustancias reductoras (Cuadro 5.10).

Cuadro 5.10 Significancia estadistica y valores de “F” de las interacciones para
sustancias reductoras en vinos tintos

Interaccion Sustancias reductoras
SC x NS 2.45N°
SCx CV 0.99N°
NS x CV 2.50N°
SC x NS x CV 0.91N°

SC: Cepa de Saccharomyces cerevisiae; NS: Empleo de Hanseniaspora uvarum; CV:
Variedad de uva. ™ No significativo y altamente significativo (p < 0.01), respectivamente.
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5.1.2.4 Caracteristicas cromaticas

a) Vinos de ‘Chardonnay’

El uso de H. uvarum incrementa la intensidad colorante (DO A=420 nm) de los
vinos de ‘Chardonnay’ (1.05 vs. 0.95 en ausencia) en tanto que no hay diferencias debidas a
la cepa de S. cerevisiae (Cuadro 5.11).

El color es una variable préacticamente ignorada en el caso de los vinos blancos,
salvo cuando se presentan problemas de oscurecimiento, en este sentido Bonilla et al. (2001)
y Razmkhab et al. (2002) proponen la adicion de biomasa de S. cerevisiae con la finalidad
de aclarar vinos blancos que presentan oscurecimiento, observando que a mayor
concentracion de biomasa, mayor aclarado (Razmkhab et al., 2002).

Las levaduras poseen en su pared celular manoproteinas que presentan cargas
negativas, lo que las hace capaces de interactuar con los componentes del vino dando como
resultado la adsorcion de una gran diversidad de éstos (Caridi, 2007), esta caracteristica
difiere entre especies y cepas, por los resultados aqui mostrados pudiera decirse que la cepa
NB-39 (H. uvarum) posee una baja capacidad de adsorcidn parietal con respecto a las cepas
N-5 y K-1 (S. cerevisiae) asi, al emplearla en cultivo puro, S. cerevisiae tiene una mayor
disponibilidad de nutrientes y por lo tanto una mayor posibilidad de producir biomasa capaz
de adsorber compuestos colorantes con la consecuente obtencion de vinos menos coloreados
que aquellos obtenidos en conjunto con H. uvarum. En general se obtuvieron vinos de baja
intensidad colorante con tonalidades paja y reflejos verdosos (Figura 5.8). No se observa

efecto de la interaccion (Cuadro 5.11).

Figura 5.8 Detalle de la coloracion de vinos de ‘Chardonnay’.
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Cuadro 5.11 Intensidad colorante de vinos de la variedad ‘Chardonnay’ obtenidos con
levaduras nativas seleccionadas en Querétaro

. Intensidad
Factor Tratamiento (DOs420)
N-5 1.03a
A) Levadura S. cerevisiae K-1 0.97 a
Valor de “F" 1.29M
Presencia 1.05a
B) Levadura H. uvarum Ausencia 095 b
Valor de “F" 3.78*
%CV 17.57
DMS 0.06
Valor de “F” de la interaccion 2.01M

Promedios de 10 valores individuales. “° No significativo. Medias con letras iguales en una
columna denotan equivalencia estadistica para cada factor. %CV=Porcentaje de coeficiente
de variacion. DMS=Diferencia minima significativa (Student p < 0.05).

b) Vinos tintos

En los vinos tintos las caracteristicas cromaticas comprenden la intensidad
colorante (DO;-420+DO0j-s20+ DO;-s20) correspondiendo valores numéricamente mayores a
vinos mas coloreados, y el matiz o tonalidad (DO;=420/D0O;=520). Se emplean estos valores de
A por ser los maximos de absorcion de los colores amarillo (420 nm), rojo (520 nm) y azul
(620 nm). El matiz permite tener idea del afiejamiento del vino pues en funcion de esta
relacion se distingue entre vinos jovenes (0.5- 0.79), afiejos (0.8- 1.2) y oxidados (valores
mayores a 1.2) (Ribéreau-Gayon et al., 2006b).

En este estudio hay diferencias en la intensidad colorante asociadas a todos los
factores, mientras que en el matiz no hay efecto del cepaje de vid (Cuadro 5.12). En general
se obtiene la mayor intensidad con el uso de K-1 que con N-5 (12.33 vs. 11.77,
respectivamente) lo que podria indicar una mayor tendencia a la adsorcién de compuestos
colorantes (antocianos y sus derivados) en la pared celular de N-5 respecto a K-1, pudiendo
esto afectar la calidad de vinos provenientes de cepajes que se caracterizan por su baja
intensidad colorante como es ¢l caso de ‘Garnacha’. Situacion similar fue observada por

Medina et al. (2007) quienes detectaron diferencias en la intensidad colorante en funcion de
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la cepa de S. cerevisiae, en vinos obtenidos con levaduras nativas encontradas en la variedad

‘Tannat’.

Cuadro 5.12 Caracteristicas cromaticas vinos tintos de las variedades ‘Merlot’ y
‘Syrah’ obtenidos con levaduras nativas seleccionadas en Querétaro

. Intensidad colorante Matiz
Factor Tratamiento (DOX=420+ 520+620) (DO 7»=420/520)
N-5 11.77 b 0.72a
A) Levadura S. cerevisiae K-1 12.33a 0.68 b
Valor de “F" 5.80** 17.60**
Presencia 1163 b 0.72a
B) Levadura H. uvarum Ausencia 1248 a 0.68 b
Valor de “F" 13.15** 12.90**
‘Merlot’ 1293 a 0.70 a
C) Cepaje de vid ‘Syrah’ 1117 b 0.70a
Valor de “F" 56.52** 1.14"
%CV 8.23 0.26
DMS 0.33 0.02

Promedios de 18 valores individuales. ™ ~ No significativo y altamente significativo,

respectivamente. Medias con letras iguales en una columna denotan equivalencia estadistica
para cada factor. %CV=Porcentaje de coeficiente de variacion. DMS=Diferencia minima
significativa (Student p < 0.05).

Se sabe ademas que la adsorcion parietal cambia en funcién del antociano de que se
trate, Morata et al. (2003) observaron para cierta cepa de S. cerevisiae una mayor adsorcion
de la peonidina y sus copigmentos respecto a la malvidina, lo cual explica por qué en otros
trabajos (Medina et al., 2005) se ha encontrado que el grado de adsorcion de antocianos en la
pared celular no tiene una relacién lineal con la disminucion de la intensidad colorante. Esta
adsorcion diferencial podria tener también efecto en el matiz ya que cambiaria la proporcién
de sustancias colorantes responsables de la tonalidad (por ejemplo, en tanto que la
petunidina presenta un color rojo oscuro a purpura, la malvidina cambia de rojo a azul en
funcién del pH). En el presente estudio se observan efectivamente cambios en el matiz
asociados a la cepa de levadura tanto para S. cerevisiae como para H. uvarum, aungque en
todos los casos los vinos cumplen con las caracteristicas de matiz propias de un vino joven
(0.68 a2 0.72) (Ribéreau-Gayon et al., 2006b).
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En general, en ausencia de H. uvarum hay una mayor intensidad colorante (12.48
vs. 11.63 en presencia de NB-39), aunque en apariencia esto se contrapone con lo observado
para ‘Chardonnay’, no hay que dejar de lado que los antocianos son los responsables de la
coloracion en los vinos tintos pero estan ausentes en los vinos blancos de blancos (obtenidos
a partir de uva blanca). Al igual que para N-5, este resultado sugiere que la utilizacion de
esta cepa podria estar restringida en vinos tintos que por su origen pudieran presentar
problemas debido a una baja intensidad colorante.

Si bien tanto ‘Merlot’ como ‘Syrah’ son considerados en general como cepajes que
dan vinos con elevada intensidad colorante, en el presente estudio ‘Merlot’ muestra una
mayor intensidad de color que los de ‘Syrah’ (12.93 vs. 11.17), un resultado opuesto
reportan Romero-Cascales et al. (2005) quienes obtuvieron una mayor intensidad en vinos
de ‘Syrah’ con respecto a vinos de ‘Merlot’ en un mismo experimento.

En la region se han realizado estudios previos con la variedad ‘Merlot’ habiéndose
obtenido una intensidad colorante promedio de 9.02 para la cosecha 2011
(De la Cruz et al., 2012), casi 3 unidades menor a lo que aqui se reporta para este cepaje
(12.93, Cuadro 5.12). Ademas de las ya sefialadas, es muy probable que una de las causas
por la cual la coloracion es menor a la generalmente esperada tanto en ‘Merlot” como en
‘Syrah’, sea que en la region se suele cosechar antes de que dichos cepajes logren completar
su maduracion fenolica.

Los resultados pueden ser muy cambiantes al comparar el color tanto de bayas
como de vino entre variedades debido a que el contenido de polifenoles en la uva se ve
afectado por mudltiples factores como la luz y la temperatura (Downey et al., 2006), la
variedad de uva (Jensen et al., 2008), el manejo agronémico, el estado de madurez de la
baya en general (Garde-Cerdéan et al., 2009), y de la epidermis y la semilla en particular
(Nadal et al., 2004), asi como el afio de cosecha (Jin et al., 2009).

En el caso especifico del manejo agronémico son muy importantes las practicas
asociadas al control de la produccion pues se sabe que elevar los rendimientos,
especialmente en ‘Syrah’, afecta negativamente la calidad de los mostos (Galet, 1979).

Asimismo, el color se ve afectado tanto por la interaccion entre las dos especies de

levaduras como por la interaccion entre el uso de H. uvarum y el cepaje (Cuadro 5.13).
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Cuadro 5.13 Significancia estadistica y valores de “F” de las interacciones para las
caracteristicas cromaticas de vinos tintos

Interaccion Intensidad Matiz
SC x NS 4.86%* 2.98™
SC x CV 0.20™° 027"
NS x CV 5.16** 0.00"™®

SCx NS x CV 1.64N° 1.52N8

SC: Cepa de Saccharomyces cerevisiae; NS: Empleo de Hanseniaspora uvarum;
CV: Variedad de uva. ™ ™ No significativo y altamente significativo, respectivamente

(p <0.05).

En el primer caso al emplear la cepa nativa NB-39 (H. uvarum) hay una disminucién
en el color con respecto a no utilizarla cuando la fermentacion alcoholica es realizada por la
cepa K-1 (S. cerevisiae), en tanto que para la cepa nativa N-5 (S. cerevisiae) no se dan

cambios entre utilizarla sola o en conjunto con la no-Saccharomyces NB-39 (Figura 5.9).

Inte skl coloranie

Figura 5.9 Analisis grafico del efecto de la interaccion entre la cepa de levadura
S. cerevisiae y el empleo de la no-Saccharomyces (NB-39) sobre la
intensidad colorante de vinos tintos. Medias con letras distintas denotan
diferencias  estadisticas. = Diferencia  minima  significativa = 0.47

(Student p <0.05).

En funciéon de los cultivares la mayor intensidad la tiene ‘Merlot’ cuando se
fermenta en ausencia de la cepa no-Saccharomyces (NB-39), por su parte ‘Syrah’ muestra la
misma intensidad de color independientemente de si es tratada o no con la cepa NB-39

(Figura 5.10).
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Figura 5.10 Andlisis grafico del efecto de la interaccion entre el cepaje de vid vy el
empleo de la levadura no-Saccharomyces (NB-39) sobre la intensidad
colorante de vinos tintos. Medias con letras distintas denotan diferencias
estadisticas. Diferencia minima significativa = 0.47 (Student p < 0.05).

5.2 Analisis sensoriales

5.2.1 Vinos de ‘Chardonnay’

5.2.1.1 Prueba hedonica no estructurada

Recordemos que se realizd un analisis sensorial con 36 jueces no entrenados
mediante una prueba heddnica no estructurada (Anexo Il1) para cada variedad. En el caso de
‘Chardonnay’ se empled como testigo comercial un vino blanco dulce de la misma variedad.
En todos los aspectos evaluados (visual, sensorial, gustativo y general) el testigo comercial
resulté ser el mejor calificado (Cuadro 5.14). En aspecto general K-1 es comparable al
testigo.

En el aspecto visual son comparables al testigo los vinos obtenidos con la levadura
K-1 y con la combinacion de N-5 y NB-39, si bien en los andlisis de laboratorio no hay
diferencias entre tratamientos en cuanto intensidad colorante ni sobre el matiz al emplear
H. uvarum. Esta diferencia entre los resultados quimicos y la apreciacion sensorial podria
estar asociada a la turbidez del vino pues so6lo se realiz6 una clarificacion natural, aunque

todos los vinos mostraban brillo similar.
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Cuadro 5.14 Resultados de la prueba hedonica de vinos de ‘Chardonnay’ obtenidos con
levaduras nativas seleccionadas en Querétaro vs. un testigo comercial

Aspecto evaluado

Muestra Visual Olfativo Gustativo General
N-5 51 b 42 b 33 b 40 b
K-1 5.4 ab 46 b 39 b 55ab
N-5 + NB-39 5.6 ab 48 b 39 Db 46 b
K-1+ NB-39 52 b 47 b 41 b 46 b
Testigo comercial 6.5a 7.2a 7.4a 7.3a
DMS 1.2 1.2 1.2 2.1
Valor de “F” 3.58** 14.97** 28.58** 5.75**

Promedios de 36 valores individuales. = Altamente significativo (p <0.01). Medias con
letras iguales en una columna denotan equivalencia estadistica para cada factor.
DMS=Diferencia minima significativa (Tukey p < 0.05).

La menor apreciacion a nivel de gusto por los vinos correspondientes a los
tratamientos no necesariamente se debe a las caracteristicas aportadas por cada levadura sino
al hecho de que el testigo contuviera dulce pues en general el mexicano acostumbra
consumir bebidas muy endulzadas, principalmente refresco, pero también jugos y aguas
saborizadas a partir de preparados sintéticos con un elevado contenido de azucares
(Salbe et al., 2004; Reed et al. 2006).

5.2.1.2 Prueba de preferencia de Kramer

En esta prueba de preferencia el juez acomoda las muestras en orden decreciente de
agrado y se asigna un numero (1 para la de mayor agrado, 2 para la segunda y asi hasta
n = nimero de muestras), la sumatoria para cada tratamiento permite hacer comparaciones
entre ellos con base en la tabla de Kramer (1963) (Anexo 1V) donde se asigna un rango en
funcion de la cantidad de muestras y el nimero de jueces participantes correspondiendo el
menor valor al limite entre preferencia e indiferencia y el mayor valor al limite entre
indiferencia y rechazo, por lo que las sumatorias que se ubiquen por debajo del valor inferior
se considera fueron de muestras preferidas sobre las demas y las sumatorias mayores al valor
superior resultan rechazadas.

En el caso de los vinos de ‘Chardonnay’ todos los tratamientos fueron indiferentes

al gusto del jurado en tanto que el testigo comercial, un ‘Chardonnay’ dulce producido en la
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region, fue el preferido (Cuadro 5.15), resultados que coinciden con la prueba hedonica.
Como se comentaba anteriormente, esto puede deberse a que hay tendencia en el gusto de la

poblacién por las bebidas endulzadas.

Cuadro 5.15 Resultados de la prueba de preferencia de vinos de ‘Chardonnay’
obtenidos con levaduras nativas seleccionadas en Querétaro vs. un testigo

comercial
Muestra . Aspecto evaluado .
Visual Olfativo Gustativo General

N-5 126 126 124 133

K-1 121 116 126 118

N-5 + NB-39 114 134 133 138
K-1+ NB-39 113 114 119 115
Testigo comercial 81 64 54 51

Rango 94-146

Sumatorias de 36 mediciones. Rango obtenido con base en las tablas de Kramer (P<0.05).

5.2.2 Vinos tintos

La comparacion de estos vinos se realiz6 con un vino tinto de mezcla ‘Cabernet
Sauvignon’ con ‘Malbec’. Estos cultivares comparten algunas caracteristicas con ‘Merlot’ y
‘Syrah’ en cuanto al perfil aromatico, ‘Cabernet Sauvignon’ se caracteriza por su gusto
herbaceo, especiado y con algunos aromas frutales, ‘Malbec’ es sumamente tanico con
aromas especiados, a tabaco y a frutos rojos, por su parte, ‘Merlot” suele recordar los aromas
de ciruelas negras, grosella y moras dulces que en el afiejamiento evolucionan a chocolate,
especias, cuero, tabaco y compuestos minerales y ‘Syrah’, muy tdnico cuando es joven,
presenta aromas frutales de frambuesa, zarzamora y ciruela negra, aromas especiados de

canela y pimienta, chocolate, cuero, minerales y tabaco (Fischer, 2001).

5.2.2.1 ‘Merlot’
a) Prueba heddnica no estructurada

No se observan diferencias entre tratamientos ni con el testigo en ninguno de los

aspectos evaluados (Cuadro 5.16).
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Cuadro 5.16 Resultados de la prueba heddnica de vinos de ‘Merlot’ obtenidos con
levaduras nativas seleccionadas en Querétaro vs. un testigo comercial

Aspecto evaluado

Muestra Visual Olfativo Gustativo General
N-5 7.1a 6.2 a 5.3a 55a
K-1 7.2a 6.9a 46a 5.3a
N-5 + NB-39 6.4a 6.3a 52a 55a
K-1+ NB-39 6.7 a 6.2a 49a 55a
Testigo comercial 7.0a 57a 50a 55a
DMS 0.9 1.3 15 1.3
Valor de “F” 1.87"° 1.76™° 0.55"° 0.07"°

Promedios de 36 valores individuales. > No significativo. Medias con letras iguales en una
columna denotan equivalencia estadistica para cada factor. DMS=Diferencia minima
significativa (Tukey p < 0.05).

b) Prueba de preferencias de Kramer

En los vinos de ‘Merlot” no hay diferencias en los aspectos visual ni olfativo, en
tanto que el tratamiento con las levaduras nativas N-5 (S. cerevisiae) y NB-39 (H. uvarum)
resulto preferido a nivel gustativo y general (Cuadro 5.17).

Cuadro 5.17 Resultados de la prueba de preferencia de vinos de ‘Merlot’ obtenidos con
levaduras nativas seleccionadas en Querétaro vs. un testigo comercial

Aspecto evaluado
Muestra P

Visual Olfativo Gustativo General
N-5 125 103 108 103
K-1 94 97 113 95
N-5 + NB-39 119 108 87 87
K-1+ NB-39 102 112 116 102
Testigo comercial 100 118 116 108
Rango 94-146

Sumatorias de 36 mediciones. Rango obtenido con base en las tablas de Kramer (p < 0.05).

5.2.2.2 ‘Syrah’
a) Prueba hedonica no estructurada
Al igual que lo observado con ‘Merlot’, no se encontraron diferencias en la

variedad ‘Syrah’ entre tratamientos ni con respecto al testigo (Cuadro 5.18).
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Cuadro 5.18 Resultados de la prueba hedonica de vinos de ‘Syrah’ obtenidos con
levaduras nativas seleccionadas en Querétaro vs. un testigo comercial

Aspecto evaluado

Muestra Visual Olfativo Gustativo General

N-5 6.7 a 5.7a 5.1a 5.6a

K-1 7.2 a b7a 46a 51la

N-5 + NB-39 7.1a 5.8a 5.3a 5.6a

K-1+ NB-39 70a 6.1a 4.7a 56a

Testigo comercial 7.2a 5.9 48a 55a
DMS 0.7 1.2 1.2 1.1

Valor de “F” 1.23"° 0.24"° 0.76"° 0.75"°

Promedios de 36 valores individuales. > No significativo. Medias con letras iguales en una
columna denotan equivalencia estadistica para cada factor. DMS=Diferencia minima
significativa (Tukey p < 0.05).

b) Prueba de preferencias de Kramer

Solo se observa preferencia en el aspecto gustativo del tratamiento donde se
conjuntan las cepas de levaduras nativas N-5 y NB-39, todos los demas tratamientos
resultaron indiferentes en los cuatro aspectos evaluados (Cuadro 5.19), lo que coincide con

las calificaciones vertidas en la prueba heddnica no estructurada.

Cuadro 5.19 Resultados de la prueba de preferencia de vinos de ‘Syrah’ obtenidos con
levaduras nativas seleccionadas en Querétaro vs. un testigo comercial

Aspecto evaluado
Muestra P

Visual Olfativo Gustativo General
N-5 108 115 99 110
K-1 110 110 127 127
N-5 + NB-39 112 115 93 105
K-1+ NB-39 96 100 115 112
Testigo comercial 99 100 106 101
Rango 94-146

Sumatorias de 36 mediciones. Rango obtenido con base en las tablas de Kramer (p < 0.05).

En general las calificaciones son bajas para todos los vinos si se considera que la
escala es de 0 a 10 donde O significa total desagrado y 10 total agrado (Anexo Il1), en todos
los casos se trata de vinos secos a los que no se les indujo la fermentacion malolactica por lo

que no pueden considerarse terminados o al menos en el momento mas adecuado para su
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consumo, sin embargo es destacable que el uso de las levaduras nativas N-5 y NB-39 en
varietales tintos es considerado por los consumidores participantes como de igual calidad
que vinos elaborados con la cepa comercial K-1 cuyo desempefio en la fermentacion
alcohdlica es destacado y ampliamente reconocido a nivel mundial. Asimismo, emplear estas
cepas nativas permitiria a los productores de la region obtener vinos sin mermar la calidad.

Efectivamente en mdltiples estudios a nivel mundial se ha observado un efecto
positivo sobre las cualidades organolépticas de vinos obtenidos a partir de levaduras nativas
seleccionadas (Hyma et al., 2011; Carrascosa et al., 2012; Liang et al., 2012), lo cual se ha
asociado a la sintesis de monoterpenos (Medina et al., 2007), ésteres y alcoholes superiores
que enriquecen la complejidad aromatica del vino (Suérez-Lepe y Morata, 2012).

Es de destacar que la combinacion de la cepas nativas seleccionadas N-5
(S. cerevisiae) y NB-39 (H. uvarum) haya resultado preferida para los jueces en los vinos
tintos independientemente de la variedad de uva pues esto podria indicar un potencial para
su uso en otros cepajes con la finalidad de elaborar vinos tintos de calidad fisica y quimica

comparable a los elaborados con cepas comerciales.

5.3  Vinificaciones en bodega

A nivel comercial se probd la levadura nativa seleccionada N-5 (S. cerevisiae) en
dos bodegas, la primera, ‘Cia. Vinicola San Patricio’ donde se trabajo con la variedad ‘Ruby
Cabernet’ y se compard con un vino elaborado a partir de fermentacion espontanea. La
segunda bodega que particip6 en este estudio fue la Escuela del Vino Artesanal, en este caso
se compard el vino obtenido con N-5 con uno fermentado mediante una levadura comercial.

En ambos casos se trabajo con la cosecha 2013, obteniéndose vinos jovenes sin
afiejamiento en barrica. En general los vinos tuvieron un tratamiento similar, salvo el
correspondiente a ‘Ruby Cabernet’ con N-5 en el que accidentalmente se inici0 una
descomposicion acetica.

Los valores de pH se ubican de 3.6 a 3.7 para todos los vinos, encontrandose en un
rango aceptable (Cuadro 5.20) (Ribéreau-Gayon, 2006b), resultados comparables a los
obtenidos por De la Cruz et al. (2012) en las variedades ‘Cabernet Sauvignon’ y ‘Merlot’
(3.38 y 3.33, respectivamente) durante la cosecha 2011. La acidez total titulable es
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ligeramente mayor en el caso de ‘Ruby Cabernet’ que en ‘Cabernet Sauvignon’ pero en los
cuatro tratamientos se consideraria baja pues es menor a 5g/l de &cido tartarico
(Jackish, 1985).

Esta baja acidez total podria estar provocada por una sobremaduracion pues, con la
finalidad de alcanzar mayores concentraciones de azucares, los productores suelen cosechar
de manera tardia (cuando se ha alcanzado la madurez de la semilla), con lo cual los &cidos
organicos se degradan (Amerine y Joslyn, 1970). Por lo que una recomendaciéon para los
viticultores del estado seria emplear indices de cosecha adecuados a las condiciones
climaticas de la region con la finalidad de asegurar un balance entre los azUcares, los &cidos

organicos y los polifenoles de la baya en conjunto.

Cuadro 5.20 Potencial de hidrégeno (pH), acidez total titulable (ATT), acidez volatil
(AV), contenido de etanol (°GL) y contenido de glicerol de vinos tintos
obtenidos a nivel comercial con levaduras nativas seleccionadas en

Querétaro
ATT AV .
Tratamientos pH'  (g/l de &cido (g/I de &cido A!,COhOI Glicerol
tartarico) acético) (°GL) (o)
‘Ruby Cabernet’” + N-5 3.7 4.03 1.6 11.9 6.36
‘Ruby Cabernet’ espontanea 3.6 4.02 0.9 12.2 7.35
‘Cabernet Sauvignon’ + N-5 3.6 3.97 1.2 10.6 6.66
‘Cabernet Sauvignon’ comercial 3.6 3.96 11 111 6.03

! Promedios de tres repeticiones técnicas. Sin analisis estadisticos.

En cuanto a la acidez volatil ésta se encuentra fuera de los limites legales en todos
los casos salvo en el tratamiento de ‘Ruby Cabernet’ con fermentacion espontanea, lo cual
pudiera estar asociado a que el manejo en bodega complica mas la proteccion del vino del
contacto con el aire por lo que se requiere mejorar el manejo en bodega para evitar
enfermedades en el vino.

El contenido de alcohol fue menor en los vinos elaborados con la levadura nativa
seleccionada N-5. Para los vinos de ‘Ruby Cabernet’ esta diferencia es de 0.3 °GL en tanto
que para los de ‘Cabernet Sauvignon’ es de 0.5 °GL, siendo en este ultimo cepaje todos los
valores superiores a los reportados por De la Cruz et al. (2012) para este mismo cultivar en

la region.
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Si bien al carecer de repeticiones no se pueden establecer comparaciones con todo
rigor estadistico, es de llamar la atencion que en la ‘Cia. Vinicola San Patricio’ se obtengan
contenidos aceptables de etanol al realizar una fermentacion espontanea. Probablemente en
la maquinaria de la bodega se encuentre ya instalada una cepa que podria considerarse nativa
si en las instalaciones se ha trabajado sin inocular con levadura comercial durante varios
afios, 0 bien, en caso contrario, que la que se encuentre presente sea precisamente una
levadura comercial que ya se ha adaptado a esas superficies y sobrevive entre un ciclo y otro,
capacidad que ha sido observada en S.cerevisiae en bodegas comerciales
(Constanti et al., 1997). De tratarse de una cepa nativa, seria conveniente aislarla para su
posible seleccion.

En cuanto a la concentracion de glicerol el rango es de 6.03 a 7.35 g/l y el maximo
valor se da en el vino ‘Ruby Cabernet’ de fermentacion espontdnea probablemente debido a
la presencia en el medio de multiples especies de cepas no-Saccharomyces con una elevada
capacidad de producir glicerol y competir suficientemente en las primeras etapas de la
fermentacion (Suarez-Lepe y Morata, 2012).

Respecto a las sustancias reductoras se obtuvieron valores menores en bodega que a
nivel microescala (0.6 a 0.8 vs. 1.46 a 1.58 g/l en laboratorio) (Cuadro 5.21), sin embargo,

hay que recordar que se trata de cuatro cultivares distintos.

Cuadro 5.21 Sustancias reductoras (SR) y caracteristicas cromaticas de vinos tintos
obtenidos a nivel comercial con levaduras nativas seleccionadas en

Querétaro
Tratamientos SR? Intensidad colorante Matiz
(a/) (DOj=420+ 520+620) (DO 3=420/520)
‘Ruby Cabernet’ + N-5 0.60 19.5 0.7
‘Ruby Cabernet’ espontanea 0.64 17.4 0.8
‘Cabernet Sauvignon’ + N-5 0.80 7.1 0.9
‘Cabernet Sauvignon’ comercial 0.70 7.8 0.9

! Promedios de tres repeticiones técnicas. Sin analisis estadistico.

En las caracteristicas cromaticas se observan diferencias importantes en la
intensidad colorante entre los vinos de ‘Ruby Cabernet’ y los de ‘Cabernet Sauvignon’ (17.4

a 19.5 vs. 7.1 a 7.8, respectivamente). Esto es algo contradictorio, se esperaria que tuvieran
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caracteristicas muy similares ya que ‘Ruby Cabernet’ es un hibrido de ‘Cabernet Sauvignon’
y ‘Carignan’ muy empleado en California por su adaptacion a climas calidos (Pinney, 2005).

La baja coloracion de los vinos de ‘Cabernet Sauvignon’ podria corresponder mas
al manejo en bodega que al cepaje en si, DelaCruzetal. (2012) obtuvieron valores
promedio de intensidad colorante de 9.05 para esta variedad en la cosecha 2011. Por su
parte, la diferencia en ‘Ruby Cabernet’ entre la cepa N 5 y la fermentacion esponténea es de
mas de dos unidades (19.5 vs. 17.4, respectivamente), como ya se discutia anteriormente,
esto puede estar asociado a la actividad parietal de las diferentes cepas de levaduras, siendo
mayor el indice de adsorcidn al realizar una fermentacion espontanea.

Respecto al matiz, considerando que se trata de vinos jovenes, los valores méas
elevados de lo que corresponderia a un vino joven (0.50-0.79) (Ribéreau-Gayon
et al., 2006b) son probablemente debidos a un proceso prematuro de oxidacion, como ya se
habia comentado al analizar la acidez volatil, por lo que es necesario implementar mejoras
en el manejo en bodega enfocadas a evitar en la mayor de las posibilidades el contacto del

vino con el aire.

80



VI. CONCLUSIONES

Dinamica fermentativa

La fermentacion alcohdlica con la levadura nativa seleccionada N-5 (S. cerevisiae) ya
sea en conjunto con la NB-39 (H. uvarum) o en ausencia de ésta, muestra una evolucion
similar a la observada con la levadura comercial K-1, sin la ocurrencia de alteraciones en el
curso de la fermentacion o un proceso incompleto, ademas, el empleo de la cepa NB-39

acelera la velocidad fermentativa en mostos de ‘Merlot y ‘Syrah’.

Caracteristicas fisicas y quimicas

La levadura NB-39 incremento la intensidad colorante de los vinos ‘Chardonnay’. Los
valores obtenidos para el resto de las variables no difieren en funcion de la levadura y se
encuentran en los rangos considerados normales.

En los vinos tintos las mayores diferencias se dan entre variedades, encontrandose
niveles méas elevados de pH, acidez volatil y alcohol en ‘Syrah’, en tanto que ‘Merlot’ es
superior en intensidad colorante y contenido de glicerol.

Los Unicos cambios asociados al empleo de las levaduras nativas seleccionadas se
observan en la intensidad colorante siendo ésta menor tanto con N-5 como con NB-39 en
comparacion con la levadura comercial. EI matiz en todas las muestras es el correspondiente
a vinos tintos jovenes y aunque en pH y glicerol se reportan niveles menores a lo
recomendado, todos los vinos cumplen con las caracteristicas establecidas legalmente para

su comercializacion.

Analisis sensoriales

El testigo comercial, un vino blanco dulce, fue preferido sobre los tratamientos tanto
en la prueba de Kramer como en la hedonica no estructurada.

Para vinos tintos, no se detectaron diferencias entre el testigo y los tratamientos en
ninguno de los aspectos evaluados para la prueba hedonica, no asi en la prueba de Kramer
donde se destacan a nivel gustativo los vinos tintos obtenidos con ambos cepajes utilizando

la mezcla de levaduras nativas (N-5 + NB-39) y a nivel general el mismo tratamiento con la
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variedad ‘Merlot’, lo que hace ver como prometedor el empleo de esta mezcla de cepas de

levaduras en la obtencion de vinos tintos para la entidad.

Vinificaciones en bodega

La mayoria de los vinos obtenidos en bodega muestran valores elevados de acidez
volatil, salvo en el caso de ‘Ruby Cabernet’ fermentado de manera espontdnea. La acidez
total titulable es baja en todos los vinos pero con mayor notoriedad en los de ‘Cabernet
Sauvignon’. La intensidad colorante es muy baja en los vinos de ‘Cabernet Sauvignon’ y
elevada en los de ‘Ruby Cabernet’. En el matiz se encuentran valores que, por la edad del
vino, estan asociados a un contacto excesivo de los vinos con el aire por lo que se requiere
mejorar las practicas en bodega para disminuir el riesgo de alteraciones.

El resto de las variables se encuentran en los rangos adecuados para la
comercializacion del vino. Es de destacar el contenido alcohdlico obtenido en el vino
elaborado a partir de fermentacion espontdnea en la bodega ‘San Patricio’ pues por las
caracteristicas del vino obtenido bajo este tratamiento, podria considerarse a esta vinicola
como probable fuente de obtencién de méas levaduras nativas con potencial para su uso
comercial en la region.

Como conclusion general se tiene que el empleo de las cepas nativas seleccionadas
N-5 (S. cerevisiae) y NB-39 (H.uvarum) en procesos de vinificacion correctamente
controlados permite la obtencidon de vinos de mesa que cumplan con los requerimientos
legales para su colocacion en el mercado y, especificamente para el caso de vinos tintos,

sean del agrado del consumidor.
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VIill. ANEXOS

Alcoholic strength by volume
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Anexo Il. Reaccidn enzimatica de la determinacion de glicerol conforme a las
especificaciones del paquete enzimatico Enzytec® Glycerol (r-biopharm)

El glicerol es fosforilado por la adenosina-5’-trifosfato (ATP) a L-glicerol-3-fosfato en
una reaccion catalizada por la glicerolquinasa (GK):

Glicerol + ATP —SX—__ L-glicerol-3-fosfate + ADP

El adenosine-5’-difosfato (ADP) formado en esta reaccion es reconvertido en ATP
mediante el fosfoenolpiruvato (PEP) con la ayuda de la piruvatoquinasa (PK) dando lugar a
la formacion de piruvato:

ADP + PEP —PX—__, ATP + piruvato

En presencia de la enzima L-lactato deshidrogenasa (L-LDH), el piruvato es reducido
a L-lactato por el dinucledtido de nicotinamida y adenina reducido (NADH) con la oxidacion
de ésta a NAD:

Piruvato + NADH + H+ X" | _Jactato + NAD"

El contenido de NADH oxidado es equivalente estequiométricamente a la cantidad de
glicerol y se determina midiendo la absorbancia a 334 nm.
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Anexo Il1. Fichas empleadas en los analisis sensoriales

Hoja de respuesta para prueba heddnica no estructurada

Nombre. Fecha.

Marque con una X el punto en la linea de acuerdo a su preferencia. Siga el orden
evaluando la muestra indicada en los recuadros y no comente sus resultados con nadie.

Muestra Me disgusta mucho Me gusta mucho

Visual '

Aroma '

Sabor '

Aceptacion '
General

Visual '

Aroma |

Sabor '

Aceptacion '
General

Comentarios (Opcional):
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Hoja de respuesta para prueba de preferencia o de Kramer

Nombre. Fecha.

Instrucciones. Con la ayuda de las tarjetas, clasifique estas muestras por orden decreciente

de preferencia (de mayor a menor). Finalmente anote sus resultados en el recuadro

apropiado.

Nota:
- Obsérvelas las veces que sea necesario

- No comente sus decisiones con nadie

Comentarios (opcional):
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Anexo V. Tablas de Kramer (1936) y ajuste utilizado para 36 jueces

Los cuatro bloques de ndmeros significan:

Suma més baja de niveles sin significacién en cualquier tratamiento.
Suma més alta de niveles sin significacion en cualquier tratamiento.
Suma mds baja de niveles sin significacion en el tratamiento predeterminado.
Suma mads alta de niveles sin significacién en el tratamiento predeterminado.

Nimerode | . Nimerode tratamientos o muestras ordenadas
Repeticiones | "2 | 3 4 5l s e T e

= = - 39 | 341 | 313 | 414 | 416 | 418
414]| 417 | 420 | 423 | 525 | 5.28
513 | 615 | 618 | 7-20 | 822 | 825
| 622 | 725 | 729 | 832 | 836
717 | 820 | 923 | 10:26 | 11s29 | 13.31
926 | 931 | 10-35 | 11.39 | 1243
1020 | 1124 | 1327 | 14.31 | 15.35 | 17.38
[1026]| 11-31 | 12:36 | 1341 | 14446 | 1551
1224 | 1428 | 16.32 | 18-36 | 2040 | 21-45
| 1435 | 15.41 | 1746 | 1852 | 19.58
15:27 | 17:32 | 19:37 | 22:41 | 24.46 | 2651
[15:33]| 17-39 | 18-46 | 2052 | 22.58 | 24.64
17.31 | 20-36 | 23.41 | 25.47 | 28.52 | 31.57
1944 | 22.50 | 24.57 | 2664 | 28.71
20-34 | 23.40 | 26-46 | 2952 | 32.58 | 35.64
22448 | 25.55 | 2763 | 30-70 | 32.78
23.37 | 26+44 | 3050 { 33-57 | 3763 | 40-70
[52.44]| 25.52 | 28.60 | 31-68 | 34.76 | 36-85
25.41 | 29.48 | 33.55 | 37.62 | 4169 | 45.76
2856 | 3165 | 34.74 | 38.82 | 41.91
2844 | 3252 | 37.59 | 4167 | 4575 | 50.82
31-60 | 3569 | 88.79 | 42.86 | 45.96
31.47 | 35-56 | 40:64 | 45-72 | 50-80 | 54-89
30-54]| 34.64 | 38.74 | 42.84 | 36.82 | 41.91
3351 | 3860 | 44.68 | 49.77 | 45.75 | 5082
3768 | 4179 | 46.89 | 42.86 | 45.95
36-54 | 4263 | 47.73 | 53.82 | 50-80 | 54+89
! 4072 | 4583 | 49.95 | 49.95 |54-106
39.57 | 4567 | 51.77 | '57-87 | 57.87 | 83-97
43.76 | 4888 |53-100 | 53100 | 58-112
4161 | 4871 | 54-82 | 6192 | 61.92 |67.103
[40:68] | 46.80 | 51.93 | 57.105 | 57+105 | 62:118

2464 6597 |72-108
[42711| 4084 | 67-123 | 75136
56 | 47:67 | 5479 114
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Para encontrar los valores correspondientes al rango para 36 jueces se graficaron por
separado los valores maximos y minimos de los rangos a utilizarse para cinco muestras
(sefialados con recuadros negros en la tabla) y en ambos casos se encontrd una correlacion
lineal altamente significativa, lo que permitio ubicar mediante extrapolacion el rango
adecuado a 36 jueces, siendo 93 el limite minimo y 146 el maximo. Se muestran los graficos
para cada conjunto de valores y los coeficientes de correlacion.

Limite inferior

50
45
40
35
30
25
20
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10 R==0.9982 i
5
0
3456 78 910111213141516171819
No. de jueces
Limite superior
80
70
60
50
40
o v=35368x+ 11581
20 s R==0.999] I
10
0
3456 78 910111213141516171819
No. de jueces
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Anexo V. Reporte de estancia en la Universitat Rovira i Virgili, Tarragona, Espafa.

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
FACULTAD DE QUIMICA m

PROGRAMA DE POSGRADO EN ALIMENTOS DEL UNIVERSITAT
CENTRO DE LA REPUBLICA (PROPAC) ROVIRA 1 VIRGILI

REPORTE FINAL

Estancia de nvestigacion en la Facultad de Enologia de la
Universitat Rovira 1 Virgili Tarragona, Espafia.

Presenta:

Maria del Socorro Chavaro Ortiz
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. Caracterizacion del perfil fendlico de bayas y vinos cvs. ‘Garnacha’,
‘Cabernet Sauvignon’ y ‘Marselan’

Introduccion

En 2008 Giogi y Lionello dieron a conocer un estudio predictivo sobre el efecto del
cambio climéatico en la region del Mediterraneo, siendo la principal conclusion que,
especialmente durante el verano, la temperatura se incrementaria en tanto que las
precipitaciones serian méas escasas. Recientemente se ha observado que esto tiene un efecto
cada vez méas importante sobre la fenologia de la vid y la composicion de la uva. La
temperatura es determinante en la composicion de ciertos polifenoles como los antocianos,
encontrandose mayores contenidos de éstos dentro del rango de 14 — 29 °C (Mira de Ordufia,
2010).

La composicién de la baya cambia drasticamente durante el proceso de maduracion.
Con el envero inicia la acumulacion de antocianos, la cual esta directamente relacionada con
la acumulacion de azucares. Muchos factores pueden afectar dicha acumulacién, tales como
la temperatura, la radiacion solar, el estado hidrico de la vifia y las practicas culturales. El
estado hidrico influye directamente no s6lo sobre la acumulacién de fenoles sino sobre el
crecimiento de la baya y los atributos sensoriales de los vinos obtenidos (Kennedy et al.,
2002). Por otro lado es también sabido que el estado hidrico se ve afectado tanto por el
cultivar como por el portainjerto (lacono et al., 1998).

En la DOCa Priorat se cultivan variedades tanto blancas (‘Garnacha blanca’,
‘Macabeo’, ‘Pedro Ximenez’ y ‘Xenin’) como tintas propias de la region (‘Garnacha negra’
y ‘Carifiena’); ademas, recientemente se han introducido cepajes nobles no autoctonos, tales
como ‘Cabernet Sauvignon’, ‘Merlot’ y ‘Syrah’ (Savé et al., 2010). Asimismo se propone la
utilizacion de la variedad ‘Marselan’ (‘Garnacha’ X ‘Cabernet Sauvignon’) la cual es
resistente a los &caros y poco sensible al oidio, con ella se obtienen vinos tintos de
coloraciones intensas, razon por la cual se mezcla con vinos de ‘Garnacha’ para aportar a
estos color y estructura (Reynier, 2012).

Por todo lo anterior, desde hace siete afios se ha evaluado en la region el efecto tanto
del portainjerto como del clima sobre la composicion fendlica de uvas y vinos de distintas
variedades bajo las condiciones propias del Mediterraneo.

Materiales y métodos

Los estudios se han realizado en la comunidad de Constanti, provincia de Tarragona,
en el vifiedo experimental Mas dels Frares de la URV (41° 08’ LN, 11° 50.5” LE). El suelo
es profundo, ligeramente arcilloso y pedregoso. La plantacidn cuenta con siete afios de edad
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y se encuentra establecida a una distancia de 1.0 m entre plantas y 2.4 m entre hileras. La
conduccion es en corddn bilateral sobre espaldera. El disefio experimental es de bloques al
azar con tres repeticiones bajo un disefio de tratamientos factorial siendo los factores las
variedades (‘Garnacha’, ‘Cabernet Sauvignon’ y ‘Marselan’) y el portainjerto (Richter 110,
140 Ruggeri, 41 B Millardet y Fercal). Ademas, para la variedad ‘Marselan’ se introdujo la
poda en verde como tercer factor con dos tratamientos, con poda (RD: régimen defoliado) y
sin poda (RV: régimen vegetativo).

Para evaluar el perfil fendlico en 2013 se obtuvieron bayas de cada tratamiento al
momento de la vendimia. En el caso de la variedad ‘Marselan’ se obtuvieron ademas bayas
al inicio del envero y en tres estados de maduracion posteriores a este (Tabla 1.1).
Asimismo, se realizaron microvinificaciones por la técnica de vinificacion tradicional en
tinto. La extraccion y el andlisis en HPLC tanto de las bayas como del vino se realizaron
siguiendo la metodologia de Gomez-Alonso et al., (2007).

Tabla 1.1 Fechas de muestreo de bayas de la variedad ‘Marselan’.

Fecha Clave
22/ V1112013 MAD 0C (Envero)
24 /VI1/2013 MAD 1C
29 /VI1/2013 MAD 3C
26 / VIl /2013 MAD 8C
10/1X /2013 MAD 9C (Vendimia)

La separacién cromatografica se llevo a cabo en el Parque Tecnoldgico del Vino —
VITEC. Se utiliz6 una columna de rapida resolucion de 4.6x250 nm; 5 u Agilent ZORBAX
Eclipse Plus C18, la temperatura durante el andlisis fue de 20 °C. Las fases moviles
utilizadas fueron: solvente A: NH4H,PO, 50 mM pH: 2.6; solvente B: 80% acetonitrilo mas
20% de solvente A, y solvente C: HsPO, 200 mM pH: 1.5. El flujo de trabajo fue 1.0 ml/min.
Las longitudes de onda del detector de DAD (detector acoplado de diodos) para las
diferentes familias fueron: 280 nm (acidos hidroxibenzdicos), 300 nm (estilbenos), 320 nm
(&cidos hidroxicindmicos), 360 nm (flavonoles), 520 nm (antocianos) (Figura 1.1), los
flavan-3-oles y el tirosol (s6lo en vino) se determinaron con el detector de FLD (detector de
fluorescencia) a la longitud de onda de excitacion de 280 nm y de emisiéon de 320 nm. Los
datos cromatograficos fueron recogidos, almacenados y analizados con el programa
ChemStation (Agilent Technologies, California, USA) (Brull, 2014). Los compuestos
identificados para cada familia se detallan en la tabla 1.2.
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DAD1 D, Sig=520,10 Ref=360,20 (POLIFENOLS MONTSE 201 3\00WAVA-1 2014-04-07 16-56-04'PATRONS2.0)

madl - [

5a.1dq-3-glucosido cumarato

na1-3-glucosido acetato

23,74 Delfinidin-3-glucésido
a4.08 -3:4§dlUcésido cumarato

27 a7Retunidin-3-glucésido

25 11g Cianidin-3-glucésido
a0.2 Igeonldln-3-gluc05|do
a4.7: D-3-glucdsido acetato
ag gpf-3-glucdsido acetato
C-3-glucésido cumarato
48445, . Pet-3-glucésido cumarato

0772
50.00Peo-3-glucésido cumarato

1 gaes S ollsosids Acea

+2.506
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Figura 1.1 Cromatograma de lectura de detector acoplado de diodos (DAD) a
A =520 nm para cuantificacion de antocianos.

Tabla 1.2 Compuestos identificados para las diferentes familias.

Familia Compuestos

Acido galico
Acido protocatectico
Acidos hidroxibenzoicos Acido hidroxibenzoico
Acido p-hidroxibenzoico
Acido siringico
Estilbenos Resveratrol
Acido caftarico
Acido caféico
Acidos hidroxicinamicos Acido p-cumérico
Acido fertlico
Acido trans-fertlico
Miricetin-3-glucosido
Quercetin-3-galactosido
Rutina

Flavonoles Quercetin-3-glucosido
Quercetin-3-O-glucosido
Isoramnetina
Delfinidin-3-glucésido
. Cianidin-3-glucosido
Antocianos

Malvidin-3-glucésido
Petunidin-3-glucdésido
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Tabla 1.2 Compuestos identificados para las diferentes familias (cont.).

Familia Compuesto

Peonidin-3-glucédsido
Delfinidin-3-glucosido acetato
Cianidin-3-glucésido acetato
Malvidin-3-glucésido acetato
Petunidin-3-glucdsido acetato
Antocianos Peonidin-3-glucdsido acetato
Delfinidin-3-glucésido cumarato
Cianidin-3-glucésido cumarato
Malvidin-3-glucésido cumarato
Petunidin-3-glucésido cumarato
Peonidin-3-glucdsido cumarato
Procianidina B1
Procianidina B2

Flavan-3-oles Procianidina B3
Catequina
Epicatequina
Acidos no carboxilicos Tirosol

En cuanto a las variables climatolégicas se evaluaron a lo largo del afio las
temperaturas maximas, minimas y promedio, la precipitacion y la evapotranspiracion.
Mediante una camara tipo Scholander se determind el potencial hidrico de hojas de
‘Marselan’ a las 7:00 y a las 12:00 con la finalidad de evaluar el estado hidrico de la planta.

Para el analisis estadistico se obtuvo la concentracion final de polifenoles y se
calcularon los porcentajes correspondientes a cada familia, dichos porcentajes fueron
transformados a grados angulares para ser sometidos al andlisis de varianza y se realizé una
separacion de medias de Tukey mediante el paquete estadistico Statgraphics Centurion
XVI.1.

Resultados y discusion

a. Evolucion de las familias de polifenoles en la maduracion del cv. ‘Marselan’

Los acidos fenolicos se encuentran presentes en diversos frutos (Mattila et al., 2006) y
su contenido tanto en las uvas como en el vino es importante debido a los beneficios que
sobre la salud humana tienen sus propiedades antioxidantes (Monagas et al., 2005). Por su
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parte, los antocianos son los responsables de la coloracion del vino tinto, las catequinas
aportan amargor y astringencia, se sintetizan durante el crecimiento inicial de la baya y
termina en el envero para dar lugar a la aparicion de sus formas poliméricas, las
procianidinas, las cuales estan relacionadas con el caracter de redondez en boca (Ojeda,
2007).

Respecto al contenido de acidos fenolicos (&cidos hidroxibenzdicos y &cido
hidroxicinamicos) puede observarse que hay mayores concentraciones al momento del
envero (MAD 0C) en el tratamiento con deshoje, encontrandose alrededor de 300 ppm en
R110 y en 140 Ru y alrededor de 200 ppm en 41 B y Fercal; sin embargo, al momento de la
vendimia (MAD 9C) los valores se encuentran entre 25 y 100 ppm para todos los
portainjertos independientemente del tipo de poda (Figura 1.2). Fernandez et al. (1992)
mencionan que la sintesis de acidos cinamicos presenta una tendencia a disminuir a lo largo
del proceso de maduracién, contrario a lo que sucede con los acidos benzoicos, en uva
‘Cencibel’.

Evolucion del contenido de acidos Evolucion del contenido de acidos

fenolicos bajo RV fendlicos bajo RD
1.00 3500
——R110 3 =o—R1l
LN SO0 00 - -
.14 sk e
LK 4 < \ D :
(R 200 00 b \\
e 2
.01 S A 150.00 \ \ >
/i_/.& ™ N 100.00 N ;/A
& R = & ~ —_—
T
00 | — 1 0( \
—
\_’— 00

Figura 1.2 Evolucion del contenido de acidos fenélicos en uva ‘Marselan’ bajo RV (sin
poda) y RD (deshoje).

En cuanto a los antocianos se observan muy bajas concentraciones durante los
primeros tres muestreos pero a partir de la MAD 8C se nota un incremento drastico. Para la
fecha de vendimia, en el caso del tratamiento sin poda, los mayores valores son obtenidos en
R110 y 41B. En el tratamiento con deshoje destaca 41 B con la concentracion mas alta. Los
menores valores se obtienen con Fercal en ambos tratamientos de poda (Figura 1.3).
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Evolucién del contenido de Evolucion del contenido de
antocianos bajo RV antocianos bajo RD

2000 00 {11 1O

' 4

MADX MADLC MAD3( MADRC MADIC

Figura 1.3 Evolucidon del contenido de antocianos en uva ‘Marselan’ bajo RV (sin poda)
y RD (deshoje).

El contenido maximo de catequinas se encuentra en la fecha correspondiente a la
MAD 3C salvo para Fercal en el tratamiento sin deshoje. En ambos sistemas de poda los
valores finales son menores a 250 ppm (Figura 1.4). De Freitas y Glories (1999) observaron
la mayor concentracion de catequinas durante el envero que en maduracion, momento en el
cual se alcanzan los valores mas bajos.

Catequinas RV CatequinasRD

1750.00 - 1750.00 =
—t=R110 —t=R110

150000 -t 140Ru 150000 - 1408y

MADGC MADIC MAD3C MADBC MADST MADOC MADIC MADSC MADEC MADS(

Figura 1.4 Evolucién del contenido de catequinas en uva ‘Marselan’ bajo RV (sin poda)
y RD (deshoje).

Finalmente, por lo que respecta a las procianidinas, el comportamiento es similar a las
catequinas. La concentracion en la fecha de vendimia no supera 200 ppm e ninguno de los
tratamientos aunque se aprecia ligeramente una menor concentracion en Fercal sin poda y
destaca R110 en el tratamiento con deshoje (Figura 1.5). De Freitas y Glories (1999)
adjudican este comportamiento a la posible sintesis de procianidinas durante la etapa de
crecimiento y su detencion posterior.
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Procianidinas RV Procianidinas RD
S00.00 S00.00
40000 A00.00
300 .00

100,00
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MADOC MADIC MAD3IC MADEC MAD3C MADOC MADIC MAD3C MADEC MADAC

Figura 1.5 Evolucion del contenido de procianidinas en uva ‘Marselan’ bajo RV (sin
poda) y RD (deshoje).

Durante 2013 se observaron importantes precipitaciones en los primeros meses del
afio, disminuyendo hacia el verano, a la par se registraron incrementos en la temperatura 'y en
la evapotranspiracion. Los portainjertos con un estado de déficit hidrico mas acusado al

medio dia fueron, bajo el sistema sin poda, 140 Ru y bajo el tratamiento con deshoje, R110 y
41 B (Figura 1.6).
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Figura 1.6 Constantes climatoldgicas durante 2013 en la zona de estudio (izq.),
potencial hidrico en los diferentes tratamientos de la variedad ‘Marselan’ a las 7:00 y
12:00 h en la fecha de vendimia (der.).

El portainjerto R110 es el que muestra mayores valores en casi todas las familias,
excepto en &cidos hidroxibenzoicos y flavan-3-oles donde no se obtuvieron diferencias entre
portainjertos. Asimismo, los contenidos mas bajos se encuentran en Fercal; éste es un
portainjerto medianamente vigoroso en tanto que R110 confiere elevado vigor (Tabla 1.3).
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Tabla 1.3 Analisis de varianza y separacion de medias para las diferentes familias
de polifenoles en funcion del portainjerto.

Familia
Portainjerto OHB! Estilbenos OHC Flavonoles Antocianos Flavan- - Polifenoles
3-oles totales
R-110 35a 48a 410a 499a 2185a 213.7a 531.3a
140 Ru 29a 3.6ab 36.1 346b 214.7 a 182.7a 4339 b
ab
41 B 3.1a 49a 32.3 356D 1739ab 1924 a 482.9 ab
ab
Fercal 3.3a 32 b 27.0 306b 1504 b 2075a 4220 b
b
DMS 0.9 1.6 11.6 10.0 56.2 47.8 95.8
Valor de F 1.12 3.86 3.55 9.72 4.67 1.19 3.72

! Promedios de 30 valores individuales, tipografia en negritas sefiala diferencia estadistica

significativa (P < 0.05). DMS=Diferencia minima significativa (Tukey P<0.05)

Respecto al manejo de la canopia, el defoliado disminuye la concentracion de
estilbenos y de antocianos, problablemente debido a una sobreexposicion solar que degrada
estos compuestos, aunque se incrementan los acidos hidroxicinamicos (Tabla 1.4)

Tabla 1.4 Andlisis de varianza y separacién de medias para las diferentes familias
de polifenoles en funcién del manejo de la canopia.

g Familia
Poda : _ -
OH  Estilbeno OHC  Flavonoles Antocianos Flavan- Polifenoles

B S 3-oles totales

R.vegetativo 5 51,4 2?)'8 36.1a 2199a 188.6a 4816a

R. defoliado 34a 31b 394a 392a 1589 b 2095a 4535a

DMS 05 0.8 6.2 31 30.2 25.7 515

Valorde F 205 2159 1116  1.34 16.08 261 1.17

ValordeF oo 10185 004 023 0.19 0.51 0.11

Interaccion

! Promedios de 60 valores individuales, tipografia en negritas sefiala diferencia estadistica
significativa (P < 0.05). DMS=Diferencia minima significativa (Tukey P<0.05).

Koundouras et al. (2009) no encontraron diferencias en la concentracion de diversas
familias de polifenoles en funcion del portainjerto al comparar uno vigoroso (1103P) vs. uno
débil (SO4), sin embargo, esta respuesta diferencial podria estar asociada a una diferente
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respuesta del portainjerto al estrés hidrico, Ojeda et al. (2002) observaron un incremento en
la sintesis de flavonoles y antocianos bajo estados de fuerte estrés hidrico en la variedad
‘Syrah’. Se sabe que R110 es un portainjerto tolerante a sequia, lo que podria tener un efecto
en la sintesis de polifenoles de la variedad ‘Marselan’.

b. Perfil fenolico al momento de la vendimia de bayas de ‘Marselan’, ‘Cabernet
Sauvignon’y ‘Garnacha’

Al momento de la vendimia no se observan diferencias entre cepajes en la
concentracion de &cidos hidroxicindmicos ni en la de antocianos (Tabla 1.5). En general
‘Garnacha’ suele presentar menores concentraciones de antocianos que los otros dos cepajes,
sin embargo, ‘Cabernet Sauvignon’ es una variedad de maduracion tardia (Parker, 2008) por
lo que probablemente no habria concluido su maduracion al momento de la vendimia con lo
gue aun estaba en proceso de sintesis de antocianos.

Tabla 1.5 Tratamientos sobresalientes en el analisis de varianza para las
diferentes familias de polifenoles cuantificadas en bayas de la cosecha 2013.

Fuente de variacién

Familia Variedad Portainjerto Interaccion
OHB! GXMNCS® FERCAL R110 140R 418  L4ORX GE;ERCAL X
Estilbenos ~ MN GX CS NS 140R X M'I:'M\T ERCAL X
OHC? NS NS NS
Flavonoles GX CSMN  R110 140R 41B FERCAL NS
Antocianos NS R110 41B FERCAL R110 NS
Flavan-3- MN GX CS FERCAL 140R X MN: FERCAL X
oles MN

'OHB: Acidos hidroxibenzdicos. “OHC: Acidos hidroxicinamicos. > GX: ‘Garnacha’,
MN: ‘Marselan’, CS: ‘Cabernet Sauvignon’. En azul se indican las variedades, portainjertos
e interacciones que resultaron significativamente mayores y en rojo las variedades y los
portainjertos significativamente menores (P < 0.05).

La variedad ‘Garnacha’ muestra los mayores valores de flavonoles (al igual que
‘Cabernet Sauvignon’) y de acidos hidroxicindmicos, ademas, la sintesis y acumulacion de
dichos acidos se ve potenciada por la combinacion de ‘Garnacha’ con los portainjertos 140
Ruggeri y Fercal. Por su parte, ‘Marselan’ se destaca por su contenido de estilbenos
(resveratrol) y flavan-3-oles, en ambos casos hay un efecto sinérgico con los portainjertos
140 Ruggeri y Fercal. Ambos portainjertos tienen en comdn una mediana tolerancia a sequia
y el conferir vigor mediano a elevado (Reynier, 2012), lo que podria resultar en un estado de
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deficiencia hidrica importante. Ojeda (2007) menciona que el grado de taninos
polimerizados puede ser incrementado con una restriccion hidrica. En contraparte, R110
aunque tiene elevado vigor también muestra una alta tolerancia a sequia por lo que el estrés
hidrico seria menor en este portainerto y, si bien 41 B no tiene un desempefio sobresaliente
frente a la falta de agua, el bajo vigor que presenta en los primeros afios (Reynier, 2012)
implica también una menor tasa de transpiracion y, posiblemente, un estado hidrico mas
balanceado.

Proporcionalmente, ‘Garnacha’ y ‘Cabernet Sauvignon’ muestran una distribucion
similar de las seis familias (Figura 1.7), a diferencia de ‘Marselan’ que, respecto a las dos
anteriores, muestra casi una relacién 2:1 entre flavan-3-oles y flavonoles y un contenido
sobresaliente de resveratrol (estilbenos), uno de los compuestos con capacidad antioxidante
mas importante en la uva (Gehm et al., 1997).

'Marselan’ 'Cabernet’ ‘Garnatxa’

080048 118
~S 58

3 \4'.

Figura 1.7 Contenido de &cidos hidroxibenzdicos (amarillo), estilbenos (negro), acido
hidroxicindmicos (rosa), flavonoles (azul), antocianos (verde) y flavan-3-oles (rojo) en
bayas de los cvs. ‘Marselan’, ‘Cabernet Sauvignon’ y ‘Garnacha’ en la vendimia.

En funcion del portainjerto, Fercal sobresale por el contenido de A&cidos
hidroxibenzb6icos y de flavan-3-oles (Tabla 1.5). Richter 110 presenta la menor
concentracion de antocianos aunque destaca en cuanto a flavonoles. El efecto que R-110
pudiera tener sobre la coloracion del vino no debe ser evaluado exclusivamente por su
contenido de antocianos pues se sabe que éstos forman complejos con los flavonoles que
incrementan la coloracidn del vino (Ojeda, 2007). Finalmente, no se observaron diferencias
significativas entre portainjertos para estilbenos ni para acidos hidroxicindmicos.

En cuanto a la proporcion de las familias, 140 Ruggeri, 41 B y Fercal son muy

similares (Figura 1.8). Contrasta Richter 110 por, como ya se habia mencionado, una mayor
cantidad de flavonoles y menor de antocianos.

114



R110 140 Ru Fercal

as
DAY 1301y L AL 21y s

Figura 1.8 Contenido de &cidos hidroxibenzdicos (amarillo), estilbenos (negro), acidos
hidroxicinamicos (rosa), flavonoles (azul), antocianos (verde) y flavan-3-oles (rojo) en
la vendimia en funcién del portainjerto.

c. Perfil fendlico de vinos tintos de ‘Marselan’, ‘Cabernet Sauvignon’y ‘Garnacha’

En cuanto a los vinos obtenidos con los diferentes cepajes, ‘Marselan’ contiene bajas
concentraciones de acidos hidroxibenzdicos, flavan-3-oles y tirosol (&4cidos no carboxilicos),
pero la mayor cantidad de estilbenos y antocianos (Tabla 1.6). ‘Garnacha’ tiene los menores
valores de estilbenos, flavonoles y antocianos, lo cual es caracteristico de esta variedad
(Aleixandre, 2006) pero el mayor de acidos hidroxicinamicos el cual se potencia en
combinacion con el portainjerto 140 Ruggeri. Finalmente, ‘Cabernet Sauvignon’ sobresale
en cuanto a 4cidos hidroxibenzoicos aunque en uva habia resultado menor (Tabla 1.5).

Tabla 1.6 Tratamientos sobresalientes en el analisis de varianza para las
diferentes familias de polifenoles cuantificadas en vinos tintos.

Fuente de variacién

Familia

) Variedad" Portainjerto Interaccion
_ Acidos | CS MN NS NS
hidroxibenzoicos
Estilbenos MN GX NS NS
Acidos
. A GX CS 140R 41B FERCAL 140R X GX
hidroxicinamicos
Flavonoles MN CS GX R110 140R NS
Antocianos MN GX NS NS
Flgvan-3-oles CS GX MN NS NS
Acidos No CS GX MN NS NS
carboxilicos

'GX: ‘Garnacha’, MN: ‘Marselan’, CS: ‘Cabernet Sauvignon’. En azul se indican las
variedades, portainjertos e interacciones que resultaron significativamente mayores y en rojo
las variedades y los portainjertos significativamente menores (P < 0.05).
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Proporcionalmente destaca ‘Cabernet Sauvignon’ por la baja concentracion de acidos
hidroxicindmicos y ‘Marselan’ por el menor contenido de acidos hidroxicindmicos. No hay
una similitud evidente en la proporcion de las diferentes familias entre cepajes (Figura 1.9).

‘Marselan' 'Cabernet Sauvignon' '‘Garnatxa’

0.31 i
2258
DE w )90

Figura 1.9 Contenido de &cidos hidroxibenzoéicos (azul oscuro), estilbenos (negro),
acidos hidroxicinamicos (verde), flavonoles (morado), antocianos (azul claro), flavan-3-
oles (amarillo) y tirosol (rojo) en vinos tintos de los cvs. ‘Marselan’, ‘Cabernet
Sauvignon’ y ‘Garnacha’.

Respecto a los portainjertos no hubo diferencias salvo en acidos hidroxicinamicos
donde destacan 140 Ruggeri y 41 B y en flavonoles siendo el mejor tratamiento Richter 110
(Tabla 1.7). Proporcionalmente los cuatro portainjertos presentan distribuciones muy

similares entre familias (Figura 1.10).
R110 140 Ru Fercal

DODDD

Figura 1.10 Contenido de acidos hidroxibenzéicos (azul oscuro), estilbenos (negro),
acidos hidroxicinamicos (verde), flavonoles (morado), antocianos (azul claro), flavan-3-
oles (amarillo) y tirosol (rojo) en vinos tintos en funcion del portainjerto.

Conclusiones

El deshoje permite incrementar la concentracion de acidos hidroxicindmicos pero
disminuye el contenido de resveratrol (estilbenos). El portainjerto R110 produjo la mayor
cantidad de polifenoles en la piel durante el ciclo 2012-2013 en la maduracién de la variedad
‘Marselan’, igualmente, al momento de la vendimia es, junto con Fercal, uno de los
portainjertos que mas se destacan por el incremento en la concentracion de diversas familias
de polifenoles.

En conjunto con ‘Marselan’ y ‘Garnacha’, los portainjertos antes mencionados pueden
presentar un efecto sinérgico para algunas de las familias de polifenoles evaluadas. En vino,
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‘Garnacha’ presenta los menores contenidos de antocianos y hay diferencias asociadas al
portainjerto R110 en cuanto a flavonoles.

Finalmente, debido a sus caracteristicas agrondmicas como elevado vigor y tolerancia
a sequia, asi como el efecto que tiene sobre el incremento en la sintesis de polifenoles, el
portainjerto Richter 110 podria ser prometedor para su empleo en la zona mediterranea de
Catalufa para la elaboracion de vinos tintos de guarda.
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Il.  Experiencia en viticultura
a) Visita a Vilafranca del Penedes (16 de mayo de 2014, visita guiada en catalan).

Se realiz6 una visita a los vifiedos del “Aula de la vinya i el vi” en Vilafranca del
Penedés. En el lugar se cuenta con diversos cepajes tanto para la elaboracion de vinos de
mesa tales como ‘Pinot noir’ y ‘Merlot’ para tintos y ‘Xarel'lo’, ‘Chardonnay’ y ‘Moscatel
de Alejandria’ para blancos o para cava en funcion de sus cualidades; ademas se cuenta con
algunas plantas de hibridos productores directos propagados mediante injerto de corona y en
“T” lefioso (Figura 2.1).

- | : e .
PRNAL ML e S
Figura 2.1 Cepa de un hibrido productor directo (izq.) y detalle del injerto (der.).

En la visita se resaltaron aquellos factores que afectan la calidad de la uva y en funcion
de los cuales se decide si su destino es un vino blanco comun o un vino base para cava; en
general se acepta que ‘Xarel'lo’ tiene mejor aptitud para cava, se maneja con poda corta,
poco vigor y en medio emparrado (Figura 2.2). El empleo de ‘Chardonnay’ dependera de la
conduccion, la edad del vifiedo y el estado de maduracidn, en la region este cepaje madura
de manera muy irregular; por su parte, ‘Moscatel de Alejandria’ se maneja en cordon
unilateral con un rendimiento de mil kg ha™ y recientemente ha habido un incremento en la
demanda de este cultivar (Figura 2.3).
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Figura 2.2 Cepas de la variedad blanca ‘Xarel‘lo’ (izg.) y detalle de la hoja (der.).

S0 W

Figura 2.3 Lineas de ‘Chardonnay’ (izq.) y de ‘Moscatel de Alejandria’ (der.).

Para tintos ‘Pinot noir’ se tiene establecido a 2.0 X 1.4 m; asi como ‘Merlot’ que en la
zona tiene bajo rendimiento pero esto garantiza una mayor calidad, alcanzando sus vinos 14
°GL, graduacién sobresaliente en la region; de este Gltimo la empresa cuenta con 6 ha, tres
de las cuales se tienen para la elaboracion de vinos jovenes y la otra parte para vinos de
crianza (Figura 2.4).
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Finalmente se hizo un recorrido por una colina donde se han identificado dos
microclimas, hacia el lado sur, de frente al mar, una zona célida que permite el cultivo de
cepajes tintos para vinos de guarda y hacia el lado norte una zona fresca que se piensa tiene
potencial para el desarrollo de variedades para vinos blancos ligeramente acidos como el
caso de ‘Monastrell’ (Figura 2.5).

Figura 2.5 Colina donde se presentan dos microclimas (izq.), en el ala norte los cepajes
para vinos blancos con acidez ligera (centro) y en el ala sur los cepajes tintos para vinos
de guarda (der.).

b) Manejo cultural del vifiedo

Se asistié a una clase y a una practica sobre poda en verde con los alumnos de la Lic.
en Enologia (13 de mayo de 2014, clase en catalan). Durante la clase se mencion6 que la
poda en verde consiste en seis pasos, primero una eliminacion de brotes y rebrotes,
posteriormente la “escavallada” o eliminacion de brotes laterales provenientes de yemas
axilares (caballos), como tercer paso se tiene la recogida de sarmientos en el emparrado
seguido por el despunte, el despampanado y el aclareo de racimos. Estos procedimientos se
realizan durante diferentes etapas, por ejemplo, el despampanado es después de la floracién
en tanto que el aclareo se hace dos semanas antes de la vendimia y la uva eliminada puede,
aun inmadura, utilizarse con fines de destilacion.

En general los objetivos de la poda en verde son favorecer la aireacion, la entrada de
luz, eliminar brotes mal situados y regular la produccion asegurando un equilibrio entre el
desarrollo vegetativo y la cantidad de fruto. Se menciond que a mayor favorecimiento del
crecimiento vegetativo debido a diversos factores como la fertilidad del suelo y la densidad
de plantacion, entre otros, mas necesaria es la poda en verde. Esta practica evita podas
severas en la época de reposo cuando es realizada teniendo el cuidado de distribuir de
manera equidistante los brotes que se dejaran desarrollar. Dentro de este mismo topico se
observd en vifiedos jovenes la proteccion de las plantas mediante redes de plastico y la
implementacién de riego por goteo en vifiedos en Vilaseca ante la disminucion de las
precipitaciones asociada al cambio climatico (Figura 2.6).
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Figura 2.6 Uso de mallas plésticas para la proteccion del ataque por roedores en
plantas pequenfias (izq.) y riego por goteo en vifiedos en Vilafranca (der.).

c) Medicion de variables en el vifiedo con fines de investigacion

Durante la estancia se realizd trabajo de campo en el vifiedo experimental ubicado en
Mas dels Frares, Constanti. Dicho trabajo forma parte de un proyecto de doctorado en el cual
se evallan las variedades, portainjertos y poda mencionados en el punto 1 de este reporte.
Entre las mediciones se realizd la determinacién del potencial hidrico de la planta en dos
horas del dia, una temprano por la mafiana y otra a medio dia. La medicién se realiz6 con
una camara tipo Scholander, para ello, dos hojas de cada tratamiento de la variedad
‘Marselan’ fueron colectadas, conservadas en ambiente de humedad relativa saturada para su
transporte al laboratorio y sometidas a presion en la camara. El procedimiento se detalla en
la figura 2.7.

28

d

Figura 2.7 Camara tipo Scholander (izq.), corte del peciolo para refrescar la herida

(centro izq.), colocacion de la hoja dentro de la cAmara y cierre hermético (centro der.),

incremento de la presion y registro al momento de aparecer la primera gota en el
peciolo (der.).

Ademas de esto se realizaron practicas de despampanado, deshoje (Figura 2.8) y
aclareo de racimos, se colocaron medidores de radiacion (Figura 2.9) y se midi6 temperatura
de la hoja en diferentes horas del dia. A partir del envero y en diferentes estados de

122



maduracion se colectaron bayas que fueron separadas para estudios posteriores, unas para
analisis de polifenoles mediante HPLC, otras para anélisis de rutina de °Baumé, acidez total
titulable, pH, antocianos y polifenoles totales.

Se hicieron mediciones de porcentaje de pulpa, jugo, semillas y piel, peso hiumedo y
seco de hojas y de racimos y porcentaje de envero identificando tres estados: bayas verdes,
bayas en coloracion intermedia y bayas con coloracion total. Se extrajo jugo y se almacend
una parte para el posterior analisis de a&cido malico, a la otra fraccion se le determind en el
momento pH (potenciometria), °Baumé (refractometria) y acidez total titulable (titulacion
con NaOH).

Figura 2.8 Parras de ‘Marselan’ antes (izq.) y después (der.) del deshoje en la zona de
los racimos.

B\

Figura 2.9 Medidores de radiacion solar (izq. y centro) y panel solar como fuente de
energia para el equipo (der.).

d) Plagasy enfermedades

Durante los recorridos en diferentes vifiedos se tuvo la oportunidad de observar
sintomas de diversas plagas y enfermedades de la vid en méas de un estadio. De destacar es la
observacién de filoxera en dos vifiedos, uno en el de la bodega Albet i Noya, en la variedad
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‘Belat’, la cual es una variedad antigua recientemente rescatada como parte de un programa
de mejoramiento genético y que se cree cuenta entre sus progenitores con alguna vid
americana. En dicho cepaje se observaron agallas de fundatrices en hojas jovenes
(Figura 2.10). Un caso mas extremo fue detectado en un vifiedo ubicado en la comunidad de
Vilaseca donde brotes de ‘Cabernet Sauvignon’ han sido fuertemente atacados cubriendo el
dafio hasta un tercio del sarmiento (Figura 2.11). De este Ultimo vifiedo se obtuvieron
muestras de agallas que fueron disectadas para su observacion al microscopio, en las
imagenes pueden observarse hembras de filoxera junto a sus huevecillos de forma ovoide y
coloracion ambar; aparentemente se encuentran s6lo hembras galicolas (Figura 2.12).

‘ ! . ) v 3 > & :
Figura 2.11 Hojas de ‘Cabernet Sauvignon’ deformadas por agallas de filoxera (izq.) y
sarmientos de la misma variedad atacados por esta plaga (der.).
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Figura 2.12 Tomas al microscopio de lo que parecieran ser hembras galicolas de
filoxera. Se observan los huevecillos en ambas iméagenes.

Otra de las plagas observadas fue, en el mismo vifiedo en Vilafranca, Lobecia botrana
en estado de huevecillo (Figura 2.13). Cuando desarrolla, esta palomilla ataca al racimo
provocando pudriciones y deshidratacion de las bayas.

Figura 2.13 Huevecillo de Lobecia botrana.

Entre las diversas enfermedades que se presentan en la region se encuentra la cenicilla
u oidio (Uncicula necator), el mildia velloso (Peronospora sparsa) y la yesca (Stereum
hirsutum), todas de tipo fungoso (Figura 2.14).
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Figura 2.14 Dafios severos en hoja, tallo y racimo por oidio (izg.), lesiones en hoja por
mildiu velloso (centro) y sintomas de yesca (der.).

e) Mejoramiento genético

Se tuvo la oportunidad de participar en el proceso de emasculacion y polinizacion en el
marco de un proyecto de mejoramiento genético para la obtencion de variedades tolerantes
ante oidio y mildiu velloso. El proceso consistié de la seleccion de racimos y su posterior
castracion cuando aun se encontraban en forma de botones. Se elimind el capuchon y las
anteras con el polen inmaduro, posteriormente se realizd una polinizacion con material de
interés y se cubrieron los racimos para evitar su contaminacion con fuentes de polen no
deseadas. En la figura 2.15 se ilustra este método.

Figura 2.15 Proceso para la obtencion de variedades mejoradas. 1. Seleccion del racimo;

2. Eliminacion del capuchon con las anteras; 3. Detalle de las anteras y el capuchon; 4. Polen de
interés conservado en bolsa de papel; 5. Polinizacién; 6. Imagen del vifiedo con los racimos

polinizados y cubiertos.
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f) Visita a la DOC Priorato

Se efectud una visita a la region del Priorato para el acomodo de sarmientos entre los
alambres de la espaldera. Es de destacar que la region se caracteriza por presentar muchas
pendientes, suelos muy pobres de tipo laminar y elevadas temperaturas con escasas
precipitaciones. Estas caracteristicas climéticas se ven reflejadas en el bajo porte de las
plantas y el escaso crecimiento vegetativo, observandose que los pdmpanos del afio en
ocasiones no superan 20 o 30 cm de longitud. Las principales variedades establecidas en la
region son ‘Garnacha’ y ‘Carifiena’, aunque también se encuentran ‘Syrah’ y ‘Cabernet
Sauvignon’, entre otras (Figura 2.16).

Figura 2.16 Plantas de ‘Garnacha’ (izq.) y ‘Syrah’ (der.) en la region del Priorato.

Productores de la region comentan que es dificil aplicar, al menos de manera estricta,
el concepto de “terroir” en esta zona pues se cuenta con una gran variedad de microclimas,
evidencia de ello son los contrastes en la coloracion de la canopia entre cepas establecidas en
los valles y las cimas en un mismo vifiedo, mostrando las plantas en los valles coloraciones
verde oscuro y en las cimas coloraciones verde claro (Figura 2.17).

Figura 2.17 Diferencia en la coloracion del follaje en funcién de su ubicacién.
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Las plantaciones pueden encontrarse tanto en hileras en el mismo sentido de la
pendiente, como en terrazas en sentido perpendicular (Figura 2.18). EI método de
conduccion mas empleado es Gobelet con espaldera y la poda en verde es practicamente
nula debido al poco desarrollo vegetativo.

Figura 2.18 Vifiedos en hileras paralelas a la pendiente y en terrazas perpendiculares a
ésta.
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1. Cata y degustacion de vinos de la region del Priorato y
Montsant

a) Feria de vinos de Falset (4 de mayo de 2014)

Se asistio a la feria de vinos en la poblacion de Falset (Figura 3.1). En dicha feria se
presentaron vinos de las DOC Priorat y Montsant, con una gran variedad de productos entre
vinos tintos, blancos y rosados, cavas, vinos de produccién orgéanica y biodindmica. Se conto
con la presencia tanto de empresas pertenecientes a un unico duefio como con la
participacion de cavas cooperativas. Asimismo se presencié una muestra y cata de aceites de
oliva, especialmente de la variedad ‘arbequina’ y con DOC Siurana.

Figura 3.1 Feria del vino de Falset.

En la region se visito la bodega Buil & Giné (Figura 3.2) y se cataron los vinos Giné
Rosat y Giné Ging, este ultimo con un fuerte caracter mineral asociado al tipo de suelo de la
zona.

Figura 3.2 Bodega Buil &Giné, DOC Priorat.
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b) Cata en Vitec (13 de junio de 2014).

Se asistio a una presentacion en el Parque Tecnologico del Vino VITEC donde se
pudieron catar vinos producto de diferentes experimentos. Entre los tratamientos aplicados
se contaba con algunos asociados al manejo del vifiedo como el deshoje y tratamientos
relacionados con técnicas enoldgicas como la extraccion diferida, en la cual se realiza una
maceracion estatica hasta alcanzar 7 °GL y posteriormente se somete el mosto a agitacion en
presencia de los orujos, o el sombrero sumergido, el descube temprano y la adicion de
taninos entre otros. Las variedades con que se trabajo fueron ‘Garnacha’ y ‘Carifiena’. En
general todos los vinos presentaban elevadas graduaciones alcoholicas, en un rango de 13.9 a
17 °GL. Los vinos de ‘Garnacha’ solian presentar coloraciones poco intensas, acidez media a
baja, aromas afrutados y en ocasiones se encontraban reducidos pero conforme se
oxigenaban este defecto se minimizaba. En el caso de ‘Carifiena’ se observo una mayor
turbidez que en ‘Garnacha’ pero coloraciones rojo intenso, buen contenido de glicerol y en
todos los casos reflejos violaceos. Se encuentran también elevados contenidos de alcohol y
mayor acidez que ‘Garnacha’; en cuanto a aromas se detectaba facilmente la presencia de
frutos maduros y compota y en algunos casos caracter mineral. Se tomaron notas de cata
para cada vino y se contrastaron con las caracteristicas sefialadas por la persona que dirigio
la cata.
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