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RESUMEN

Existe una relacion entre un determinado vino y una zona especifica de produccion del
mismo, la cual le provee caracteristicas y atributos Unicos, permitiendo la obtencién de
vinos diferentes, tanto en su composicibn quimica como en sus caracteristicas
organolépticas. Del mismo modo, la cepa de levadura utilizada en la fermentacion del
mosto produce atributos distintivos en los vinos como resultado de su actividad metabdlica
incluyendo diferencias en la producciéon de metabolitos secundarios. En el presente
trabajo se evalud el efecto de cepas de levaduras comerciales (EC1118, Tango Malbec,
Flavia e lonys) e indigenas sobre vinos de la variedad Malbec provenientes de tres zonas
diferentes (Ugarteche, Gualtallary y El Cepillo) de la provincia de Mendoza-Argentina, con
motivo de contribuir al conocimiento de este emblematico cultivar del pais. Se
caracterizaron inicialmente los mostos provenientes de las diferentes zonas y luego se
determinaron los perfiles fermentativos, controles de implantacién, parametros fisico-
quimicos y cromaticos generales y analisis sensorial de los vinos. Se aplic6 ANAVA de
dos vias con test LSD Fisher sobre los parametros y se realiz6 un Andlisis de
Componentes Principales. Las levaduras comerciales se implantaron en un 100%,
mientras que los perfiles moleculares de las levaduras presentes en las fermentaciones
espontaneas fueron diferentes entre si. El factor region, evidencié un importante efecto,
destacandose los vinos de Gualtallary por sus mayores niveles en alcohol, intensidad
colorante, IPT y antocianos totales. El factor levadura reveld efectos significativos
respecto a la levadura lonys, la cual finalizé la fermentacién dos dias después que el resto
de las levaduras y en sus vinos produjo una reduccion de 0,5% grados alcohdlicos y 0,2
unidades de pH, en todas las zonas.

Palabras Clave: Malbec, levadura, terroir, polifenoles
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1. INTRODUCCION

1.1 Lavariedad Malbec (Vitis vinifera L.)

El cultivar Malbec (Vitis
vinifera L.) es originario
de la region de Burdeos
(suroeste de Francia),
especificamente de
Cahors donde es
conocida con el
nombr e Cdteo
Auxer.oi so Se
caracteriza por su hoja
poco plegada,
mediana, orbicular y
cuneiforme, enteras y
trilobadas (dimorfismo),
el racimo es mediano,
lleno, con bayas negro-
azuladas, medianas y

redondas (INV, 2019a) (Figura 1).

Figura 1: Racimo y hoja caracteristica de la variedad Malbec. Fuente:
INVa, 2019

Dicho cultivar es considerado la variedad emblematica de la produccién vitivinicola
argentina ya que permite lograr excelentes vinos apreciados por los consumidores a nivel
nacional e internacional. Se encuentra presente en muchas de las provincias vitivinicolas
de este pais, registrandose en el afio 2018, un total de 42.999 ha cultivadas, lo que

representa el 19,7% del total de la vid del pais (INV, 2019b).

La provincia de Mendoza posee el mayor porcentaje de superficie cultivada con este
varietal en el pais, alcanzando 36.586 ha (85,1% del total del pais) en 2018 (Figura 2).
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Figura 2: Distribucién (%) de la superficie implantada con Malbec en las provincias

productoras. Fuente: INVa, 2019

Dentro de Mendoza, los departamentos con mayor superficie implantada corresponden a
Lujan de Cuyo, San Carlos, Tunuyan, Tupungato y Maipu (Figura 3).
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Figura 3: Porcentaje de la superficie implantada con Malbec en los departamentos
productores de Mendoza. Fuente: INVa, 2019

Organolépticamente los vinos Malbec se caracterizan por una alta intensidad colorante,
con matices violetas y negros mientras que, a nivel aromatico, se pueden apreciar notas a
ciruelas, pasas, moras, violetas y anis, como también algunas notas herbaceas (Catania 'y

Avagnina 2007b).

1.2 Los compuestos fenélicos
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Figura 4: Estructura
bésica de los
compuestos fendlicos

La composicion fendlica en las variedades de uva tinta es un
aspecto cada vez mas importante en la calidad del vino debido a
su influencia en las caracteristicas organolépticas, principalmente
en el color, astringencia y amargor. Dichos compuestos se
caracterizan por poseer al menos un grupo bencénico sustituido
con uno o varios grupos hidroxilos y una cadena lateral funcional
(Figura 4) (Monagas et al., 2005). Segln su estructura quimica se
dividen en dos grandes grupos: no-flavonoides y flavonoides
(Figura 5). De ellos, los antocianos y los flavanoles son los que
tienen mayor influencia sobre el color, su evolucién y otras
caracteristicas organolépticas relacionadas con la calidad del vino
tinto (Zamora, 2003).



A grandes rasgos, podemos decir que en las uvas los compuestos flavonoides se
encuentran principalmente distribuidos en los hollejos, semillas y escobajos, mientras que
los compuestos no-flavonoides también pueden encontrarse en la pulpa (Zamora, 2003).
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Figura 5: Clasificacién de los compuestos fendélicos (Zamora, 2003).

1.2.1 Factores que afectan la composicion de los compuestos fendélicos en la uva

Existen diversos factores que influyen sobre la acumulaciéon de compuestos fendlicos en la
uva y por lo tanto en el vino, entre ellos encontramos: factores genéticos, culturales y
edafoclimaticos.

Dentro de los factores genéticos, el cultivar tiene una influencia evidente sobre la
composicion fendlica, ya sea por el tamafio del grano de la uva que condiciona la
proporcion de pieles y semillas respecto del volumen del mosto; por la capacidad potencial
de cada variedad para sintetizar compuestos fenélicos diferentes; como asi también por
el tipo de clon, el cual condiciona el vigor y la productividad de la planta (Matus y Rodriguez,
1997, Prieto et al., 2017, Scarsi, et al., 2005, Zamora, 2003).

Otro de los factores son las labores culturales, que abarcan: el tipo de conducciéon y de
poda, la densidad de plantacién, el abonado y el riego, condicionando en gran medida el
rendimiento de la planta (Zamora, 2003).

Factores ambientales como la luz y la temperatura, que caracterizan diferentes zonas de
cultivo, inciden en forma directa en la actividad fotosintética de la planta y sobre las enzimas
de la ruta fenilpropanoide modificando la biosintesis de estos compuestos (Berli et al.,
2008; Fanzone, 2012; Costa et al., 2015), estos factores se agrupan bajo el nombre de
edafoclimaticos. Mori et al.,, (2005) demostraron que altas temperaturas nocturnas



continuas, inhiben la acumulacién de antocianinas en la piel de la baya debido a la menor
actividad de las enzimas que las biosintetizan.

Cortell y Kennedy (2006) concluyeron que la luz y las practicas culturales que inciden sobre
los racimos de uva, afectan significativamente sobre la acumulacion de flavonoides.
Generalmente temperaturas diurnas y nocturnas moderadas entre 15- 25°C favorecen la
biosintesis y acumulacion de antocianinas en hollejos, mientras que a temperaturas
mayores a 35°C se reduce la acumulacion de estos compuestos por inhibicion de la ruta
biosintética (Mori et al., 2005 y 2007).

Las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo, también actian sobre la acumulacion de
flavonoides en las bayas. Zamora (2003) explica que la fertilidad del terreno y la
disponibilidad de agua condicionan el vigor y la produccion de la planta y por lo tanto
determinan la concentracion de compuestos fendlicos en la uvay el vino. En suelos fértiles,
con abundancia de nitrégeno y gran disponibilidad de agua, se contribuird a un gran
desarrollo de la parte vegetativa de la planta. En estas condiciones, la mayor cantidad de
fenilalanina seré destinada a la sintesis proteica quedando asi bajos niveles de la misma
para la sintesis de compuestos fendlicos. Por lo tanto, como resultado se obtendran
cosechas abundantes pero bayas pobres en dichos compuestos. Lo contrario ocurre en
suelos poco fértiles y en condiciones de estrés hidrico.

La altura es la principal condicionante de la caracterizacién térmica de cada regién y por
ello la gran responsable de la intensidad de color de los vinos tintos (Catania y Avagnina
2007c, Miguel-Tabares et al.,2002). Berli et al., (2008) encontraron una mayor riqueza
fendlica en uvas Malbec cultivadas a 1500 msnm; también Fanzone (2012) observo, al
analizar la influencia de la zona geografica, una concentracion creciente de los derivados
antocianicos al aumentar la altitud.

La relacion entre un determinado vino y una zona especifica de produccion del mismo, la
cual le provee caracteristicas y atributos Unicos con respecto a otras zonas, es lo que se
conoce con el término francés A T e r fForoni 6t al., 2017). Este término incluye
caracteristicas especificas del suelo, topografia, clima, paisaje y biodiversidad (OlV, 2010)
la cual tiene en cuenta a la microbiota nativa, que se ha demostrado que puede ser
caracteristica en una determinada zona viticola (Del Ménaco et al., 2016). Varios autores
han demostrado que la zona geografica tiene influencia sobre la concentracion de
compuestos fendlicos en la uva y que el terroir es un factor de gran importancia sobre las
caracteristicas organolépticas del vino (Costa et al.,2015; Fanzone, 2012; Foroni et
al.,2017; Del Moénaco et al.,2016).

1.3 Regiones vitivinicolas de Mendoza

Argentina posee una extensa region vitivinicola, tradicionalmente la misma se ha
extiendido a lo largo de la cordillera de Los Andes, desde la localidad de Cafayate, provincia
de Salta (22° de latitud sur) hasta los valles de la provincia de Rio Negro (40° de latitud sur)
(Figura 6a).Esta gran amplitud en latitud norte-sur, combinada con la topografia de los
numerosos valles andinos, condicionan grandes variaciones ecoldgicas que posibilitan la
clasificacion de regiones viticolas bien demarcadas. Las condiciones climéaticas en esta
zona se caracterizan, generalmente, por la baja probabilidad de precipitaciones y bajos
niveles de humedad atmosférica con inviernos marcados, veranos calurosos y buena
insolacion, lo que permite la completa maduracion de las uvas y consecuentemente una
buena tipicidad varietal (Pandolfi y Cuello, 2005). Esta zona tradicionalmente involucrada
en la produccion de vinos, se ha visto extendida en los ultimos tiempos a partir de la



incorporacién de nuevas regiones donde se producen vinos (INV, 2018), aunque el impacto
sobre la produccion total es bajo.

Cabe destacar que Mendoza es la provincia productora mas importante de Argentina y en
ella se distinguen 5 zonas bien diferenciadas que se corresponden con los diferentes oasis
mendocinos con diferencias marcadas en altitud y suelo, junto con la presencia de rios que
impactan en la delimitacién de estas zonas (Figura 6b).
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Figura 6: Area apta para el cultivo de vid en Argentina (a) y zonas vitivinicolas de Mendoza (b).
Fuente: llustracion adaptada de Catania y Avagnina, 2007c¢

La Zona Alta del Rio Mendoza se encuentra ubicada en el pedemonte, desde los 1060 m
a los 650 m de altitud, irrigada por el Rio Mendoza y a 33° de latitud sur. La temperatura
media anual es de 15°C y es la zona mas importante en la produccién de vinos de alta
calidad enolégica. El clima es caluroso, de noches frias y sequias moderadas. Sus
condiciones climaticas favorecen la sintesis de color y taninos en los vinos, y de esta forma
los hace aptos para un envejecimiento prolongado. A mayor altura el vino adquiere mas
cuerpo, acidez y color (Catania y Avagnina, 2007c). Predominan las variedades como el
Malbec, que en estas condiciones agroclimaticas experimenta una exaltacion de sus
caracteristicas enoldgicas dando vinos de gran singularidad y calidad (Pandolfi y Cuello,
2005).

La Regién del Norte Mendocino es una planicie que abarca el departamento de Lavalle y
parte de los departamentos de Maipl, Las Heras, Guaymallén y San Martin.Las Heras
presenta un clima caluroso, de noches templadas y sequia intensa. La altitud de esta zona
es de 700 a 600 m sobre el nivel del mar, abarcando de esta manera las areas de menor
altura. En el mes mas célido la temperatura media es de 25,4 °C y en el mes mas frio de
7,2°C. Esta region presenta 6ptimas condiciones para el cultivo de vinos blancos, entre las
variedades mas extendidas se encuentran Chenin Blanc, Pedro Ximénez, Ugni Blanc y
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Torrontés, siendo Syrah y Bonarda los cepajes tintos mas tipicos de esta region (Fondo
vitivinicola, 2009).

El Este mendocino es laregionmdspr oduct ora de vinos de |
de latitud Sur, regada por las aguas del Rio Tunuyan. Comprende los departamentos de
Junin, Rivadavia, San Martin y Santa Rosa. El departamento de San Martin se caracteriza
por presentar un clima muy semejante al mencionado para el departamento de Las Heras
(Norte Mendocino), mientras que Junin posee un clima caluroso, de noches frias y de
sequia fuerte. Las altitudes oscilan entre los 750 m hasta 640m sobre el nivel del mar. En
esta amplia region se implantan gran cantidad de variedades de uvas distinguidas por las
intensas notas frutales de sus vinos (Catania y Avagnina, 2007c).

La Region del Valle de Uco esta ubicada al Sudoeste de la Ciudad de Mendoza(e nt r e
y 34°latitud Sur). Corresponde a la segunda zona de mayor importancia en el cultivo de la
Variedad Malbec. La temperatura media anual es de 14,2°C y comprende las areas
cultivadas de los departamentos de Tupungato, Tunuyan y San Carlos. Las localidades El
Peral en Tupungato y Vista Flores de Tunuyan se caracterizan por tener un clima templado
caluroso, de noches muy frias y de sequia moderada; mientras que la localidad de La
Consulta en San Carlos, se clasifica como caluroso de noches frias y de sequia moderada.
La altitud oscila entre los 1400m en la localidad de Tupungato hasta los 900m sobre el nivel
del mar en Tunuyan. Generalmente la acidez producida en los vinos de esta localidad es
mas elevada permitiendo que sean aptos para un envejecimiento prolongado y ademas
esta regién se caracteriza por su aptitud para la produccion de materia prima de excelente
calidad tanto para vinos tintos como blancos (Catania y Avagnina, 2007c).

La quinta region corresponde al Sur Mendocino ubicada entre los 34, 5° y 35° de latitud
Sur, se extiende a los pies de la cordillera de Los Andes y comprende los departamentos
de San Rafael y General Alvear. La ciudad de San Rafael se caracteriza por poseer un
clima caluroso, de noches frias y sequias moderadas. Se encuentra irrigada por los rios
Atuel y Diamante. Esta region se encuentra entre los 800m y 450 m sobre el nivel del mar.
Las temperaturas medias para el mes de enero se encuentran entre los 22,3°C hasta los
24,4°C. Es la principal zona de produccién del cepaje Chenin (Pandolfi y Cuello, 2005;
Catania y Avagnina, 2007c; Fondo vitivinicola, 2009).

1.4 Fermentacion Alcohodlicay Fermentacién Malolactica

La fermentacion alcohdlica es el principal proceso metabdlico que ocurre durante la
vinificacion, en el cual se produce principalmente una transformacion anaerdbica de los
azucares del mosto en etanol y diéxido de carbono. También se sintetizan otros metabolitos
en menor concentracion: glicerol, 4cidos orgénicos, acetaldehido, alcoholes y ésteres.

Este proceso comienza con la glicdlisis, que conlleva una serie de reacciones en las cuales
se produce la transformacion de la molécula de glucosa en piruvato mas dos moléculas de
ATP por molécula de hexosa, luego se produce la descarboxilacion del piruvato a
acetaldehido el cual es luego reducido a etanol (Figura 7). Por consiguiente, una molécula
de hexosa produce dos moléculas de etanol y dos de didxido de carbono (Ribéreau-Gayon
et al., 2006a).

Este proceso metabdlico es llevado a cabo por levaduras; originalmente el vino se
elaboraba aprovechando la microflora natural de la uva y también participaban aquellas
levaduras provenientes de las superficies de los materiales de bodegas (Pretorius, 2000).
Tradicionalmente, era elaborado por fermentacion espontanea a partir de esta microbiota
natural, hasta que en 1890 el botéanico y endlogo Miller-Thurgau fue el que introdujo el
método de inocular el mosto con levaduras iniciadoras y a mediados de la década de 1960
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aparecieron en el mercado las primeras Levaduras Secas Activas (LSA) como indculos
para iniciar la fermentacién de forma no espontanea (Belda et al., 2014), metodologia que
actualmente es utilizada de modo generalizado en la industria del vino, mas alla de algunas

tendencias actuales en esta i ndustri a, como | a producci - n
biodindmicos y organicos, en los que no se adicionan levaduras exdgenas (Bandera 2018);

o0 aquell os que mantienen | a elaboraci-n Atradi ¢
mostos.

La poblacion inicial de levaduras en el mosto es similar al de la uva tanto en nimero como
en especies presentes, y esta constituida por diferentes especies de levaduras No-
Saccharomyces, con predominancia de levaduras apiculadas, principalmente
pertenecientes al género Hanseniaspora y otras como Metschnikowia pulcherrima. Las
mismas, conducen inicialmente la fermentacion espontanea, luego, las levaduras de la
especie S. cerevisiae comienzan a multiplicarse rapidamente coexistiendo con las
levaduras ya presentes y después de tres o cuatro dias de fermentacion desplazan a los
otros microorganismos siendo las Ultimas responsables de la fermentacién alcohdlica
(Combina et al.,2005). Es asi como se observa el dominio de aquellas especies que
presentan un metabolismo fermentativo mas eficiente, como es el caso de S. cerevisiae
por su mayor resistencia al grado alcohdlico, entre otras caracteristicas que la hacen mas
competitiva (Pretorius, 2000).

Es importante destacar que, en condiciones de altas concentraciones de glucosa, como es
el caso del mosto de uva, S. cerevisiae utiliza la via fermentativa para metabolizarla (Pérez,
2015), ya que esta levadura en presencia de un medio que contenga al menos 9 g de
azucar por litro prefiere utilizar dicha via para su degradacién en lugar de respirar, esto
ocurrird aln con presencia de oxigeno en el medio, fendbmeno conocido como efecto
Cabtree (Ribéreau-Gayon et al., 2006a).

Glucosa-Fructosa
2 ATP
2 ADP+ 2Pi

Fructosa-1,6-bifosfato

Dihidroxiacetona Gliceraldehido-3-fosfato

fosfato
Etanol +Pi
NAD*
NADH + H*
- 1,3-bifosfoglicerato
Acetaldehido
2 ADP

co; 2 ATP+ H0

Piruvato

Figura 7: Representacion simplificada de la glicolisis y de la
fermentacion alcohdlica (Pérez, 2015).



Por otro lado, en la actualidad la estrategia mas generalizada para llevar a cabo la
produccién del vino a nivel industrial implica la inoculacién del mosto mediante la adicion
de levaduras seleccionadas en forma de LSA. De esta forma, se consigue un acortamiento
de la fase de latencia, y se asegura una rapida y completa fermentacién del mosto lo que
conduce a una importante reproducibilidad en el producto final en afios posteriores. En este
tipo de fermentaciones dirigidas debe garantizarse la dominancia del in6culo seleccionado
frente a las levaduras nativas presentes en el mosto natural, tanto sobre levaduras no-
Saccharomyces como Saccharomyces nativas. Con este fin, el proceso fermentativo es
inoculado para comenzar con concentraciones de 10° células/mL aproximadamente (Belda
et al., 2014, Carrascosa et al., 2005).

Las diferentes especies y cepas de levaduras que se desarrollan durante este proceso
producen, como resultado de su actividad metabdlica, diversos productos volatiles y no
volatiles que contribuyen a las caracteristicas de aroma y sabor del vino, entre ellos, los de
mayor influencia son los acidos organicos, alcoholes y ésteres superiores. Es importante
mencionar, que existen diferencias en la produccién de metabolitos secundarios entre
cepas de S. cerevisiae, demostrandose que la calidad final del vino es resultado de la
interaccion entre la levadura y la composicion del mosto de uva (Romano et al.,2003).
También es relevante, el efecto favorable de las levaduras No-Saccharomyces, las cuales,
a pesar de desarrollarse solo durante los primeros dias de la fermentacion tienen gran
influencia tanto sobre el aroma primario o varietal, como sobre el aroma secundario o de
fermentacion (Carrascosa et al., 2005, Belda et al., 2014). Es decir, que estas cepas que
forman parte del microbiota natural del mosto aportan efectos positivos en cuanto a algunas
propiedades del vino y es por esto que en los Ultimos afios se ha extendido la utilizacién
de levaduras autéctonas de cada region con el objetivo de conseguir un vino que mantenga
las caracteristicas sensoriales de cada zona productora (Carrascosa et al., 2005). Por lo
tanto, se puede decir que la contribucién a la calidad organoléptica de los vinos por parte
de las levaduras dependera de la ecologia de fermentacion, es decir de las especies y de
las cepas que estén presentes en este proceso, su interaccion y actividad (Fleet, 2003).

La fermentaciébn malolactica es otro proceso microbiolégico de importancia que ocurre
principalmente en vinos tintos y es llevado a cabo por bacterias lacticas las cuales estan
presentes durante todas las etapas de la elaboracion del vino. En las primeras fases de la
vinificacion hay entre 103-10* ufc/mL y pertenecen a varias especies generalmente
homofermentativas. A medida que avanza el proceso de fermentacion alcohdlica
desarrollado por las levaduras, se reduce el niUmero y variedad de estas bacterias y una
vez consumida la totalidad de los azucares, la poblacion de bacterias lacticas permanece
estacionaria durante un tiempo para posteriormente iniciar la fase de multiplicacién hasta
alcanzar una poblaciéon del orden de 10° ufc/mL, dando inicio de esta forma, a la
fermentacion malolactica propiamente dicha (Carrascosa et al., 2005).

El principal proceso metabdlico producido en esta fermentacion es la transformacion del
acido malico en acido lactico, asociada a una disminucion de la acidez total del vino y con
ella la pérdida del caracter acido y duro de los vinos. Asociados a esta reaccion, también
se producen otros compuestos, como el lactato de etilo que contribuye a la sensacion de
cuerpo en el vino (Ribéreau-Gayon et al., 2006a). El caracter organoléptico del vino se
mejora, se adquiere un nuevo perfil aromatico al producirse una disminucion de los aromas
varietales y al aumentar el aroma frutado y a mantequilla (Carrascosa et al., 2005). En
cuanto al color, su intensidad disminuye al igual que el tinte rojo brillante, esta modificacion
se debe a la decoloracién de las antocianinas cuando aumenta el pH y probablemente
también se deba a reacciones de condensacién entre antocianinas y taninos, como asi



también a la adsorcion de los antocianos por las paredes celulares bacterianas (Ribéreau-
Gayon et al., 2006a; Carrascosa et al., 2005).

En este caso, al igual que en la fermentacion alcohdlica, se ha recurrido a la inoculacién
de cepas de bacterias seleccionadas, lo cual acelera el proceso fermentativo e impide el
desarrollo de bacterias lacticas alterantes. Es de interés, el uso de cultivos iniciadores
constituidos por cepas de la especie Oenococcus oeni dadas las aptitudes de esta especie
para desarrollar adecuadamente en las condiciones de vinificaciébn y otorgar caracteres
deseables en el vino (Carrascosa et al., 2005).

1.5 Evolucion de antocianos y flavanoles durante la vinificacion.

Durante la vinificacion en tinto se produce un proceso de extraccion y difusion de los
compuestos fendlicos ubicados en la baya denominado maceracion. Este fenbmeno
genera un medio complejo en constante evolucion, donde participan diferentes procesos
guimicos y biolégicos que contindan durante la crianza y posterior almacenamiento del vino
(Cheynier et al., 2000).

La cinética de extraccidén de estos compuestos estard condicionada por la maceracion. En
la Figura 8 se puede observar la cinética de extraccion de los compuestos fendlicos durante
la fermentacién/maceracion (Ribéreau-Gayon 2006b).

La maceracion prefermentativa, es un proceso relativamente corto que dependera del
estado de latencia de las levaduras y estara condicionada especialmente por la dosis de
SO y la temperatura. Ocurre entre el llenado de la cuba y la fermentacion alcohdlica, por
lo tanto se lleva a cabo en un medio acuoso y generalmente a temperaturas moderadas.
Por otro lado, en la maceracion ocurrida durante la fermentacion alcohdlica, el medio es
hidroalcohélico, la temperatura aumenta y su duracion varia de dos a siete dias segln
varios factores. Por Ultimo, la maceracion postfermentativa, propia de los vinos de
afiejamiento, sigue a la fermentacion alcohdlica, por lo que ocurre en un medio
hidroalcohélico y su duracién es muy variable, segun la decisién del endlogo (Zamora,
2003; Ribéreau-Gayon et al.,2006b).

L Concentration

.

MpF AF PfM Time

Figura 8: Influencia del encubado sobre la extraccion de los
compuestos de la uva (Ribéreau-Gayon et al., 2006b). A: antocianinas;
T: taninos; P: Polisacaridos; Cl: Intensidad colorante; MpF: Maceracion
prefermentativa; AF: fermentacién alcoholica; PfM: maceracion
postferrmentativa.



En la figura 8 se observa que la extraccion de las antocianinas (A) ocurre al comienzo del
encubado, sobre todo en fase acuosa y que la maxima extraccion tiene lugar en pocos
dias, para luego observarse una tendencia a la disminucion debido a fenémenos de
oxidacion, precipitacion y adsorcion.

Los taninos se solubilizan méas lentamente, los de la piel comienzan a solubilizarse
conjuntamente con los antocianos y luego, al aparecer alcohol en el medio durante la
fermentacion alcohdlica y a mediados de esta, se produce la disolucion de la cuticula de
las semillas provocando la solubilizacion de los taninos presentes en las mismas y
prosiguiendo su solubilizacion en la fase postfermentativa.

Por otro lado, los polisacéaridos de la uva siguen una cinética de extraccion compleja ya
que su solubilizacion se inicia rapidamente, pero una parte de ellos puede precipitar en
presencia de etanol. Las manoproteinas de las levaduras pueden ser solubilizadas durante
la maceracién postfermentativa. En su conjunto, la concentracion de polisacaridos tiende a
incrementarse a lo largo de la maceracion, contribuyendo a incrementar las sensaciones
de volumen en boca y de untuosidad (Zamora, 2003; Ribéreau-Gayon et al.,2006b).

De forma simultdnea a todos estos procesos, tiene lugar una serie de transformaciones de
la materia colorante (polimerizacion de los taninos y formacién de combinaciones
antociano-tanino) que tendran una influencia organoléptica importante sobre el vino en
funcién del nivel de concentracion y de la madurez fendlica de la uva (Zamora, 2003).

1.6 Factores y procesos que influyen en la composicién fendlica del vino durante la
vinificacion.

Durante la vinificacibn se produce una evolucion de los compuestos fendlicos, dicho
proceso involucra principalmente dos tipos de mecanismos: reacciones bioquimicas,
catalizadas por diferentes enzimas (enddgenas o exdégenas a la uva) y fendmenos
quimicos (reacciones entre flavonoides y de estos con otros componentes del vino) que se

desencadenan durante la vinificacion y contindan durante la crianza (Cheynier et al., 2000;
Fanzone, 2012).

1.6.1 Efecto del pH

El pH ya sea en el mosto o en el vino, es un aspecto importante a tener en cuenta en
relacion al efecto que produce sobre los antocianos. Estos pigmentos, principales
responsables del color de los vinos, se encuentran en equilibrio constante entre diferentes
formas quimicas en funcion del pH. Por lo que, en medio &cido, la forma predominante es
cation flavilio o forma A* que presenta una coloracion roja, este cation se transforma en la
base quinona o forma AO de color violaceo o en la forma AOH o carbinol que es incolora
cuando el pH del medio aumenta. Por otra parte, la forma AOH puede transformarse en
calconas cis o trans de ligero color amarillo, pudiendo finalmente, la forma trans oxidarse
irreversiblemente a acidos fenoles (Zamora, 2003) (Figura 9).
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Figura 9: Equilibrio de los antocianos en funcién del pH. Fuente: Zamora (2013)

1.6.2 Copigmentacion

El color del vino esta fuertemente condicionado por la copigmentacién (Boulton,2001), este
fendmeno se fundamenta en que las moléculas de antocianos son planas y pueden formar
asociaciones entre ellas o con otras moléculas llamadas copigmentos dando lugar a
estr uct usaadwichd (Mazza etfial.,1990) unidas mediante enlaces de tipo débil
(fuerzas de Van der Walls e interacciones hidrofébicas). De esta forma se genera un
entorno hidrofébico, reduciendo la formacién de bases hidratadas incoloras (carbinol) y
desplazando el equilibrio hacia la formacién de estructuras coloreadas (cation flavilio)
(Figura 10); por lo tanto una proporcion mayor de antocianos del que corresponderia de
acuerdo al pH, contribuirian al color, siempre y cuando en el medio existan los copigmentos
adecuados (Zamora, 2003).

Este fenbmeno puede representar entre el 30 y el 50% del color de los vinos jovenes y no
solo actua incrementando el color, sino que también puede actuar modificando su tonalidad
(Boulton, 2001).
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Figura 10: Mecanismo de copigmentacién. Fuente: Zamora (2013)

1.6.3 Cepa de levadura

La influencia de la cepa de levadura sobre los antocianos es un factor que se esta
estudiando recientemente. Estas, pueden actuar eliminando antocianos al adsorberlos
sobre su pared celular y también hidrolizando los heterdsidos de antocianos gracias a la
acci - mlusbgdada dando lugar a agliconas mas inestables (Zamora, 2003). También
pueden influir en la extraccibn de antocianos de la uva durante la maceracion y
fermentacion, dependiendo de su capacidad en la produccion de etanol (Monagas et al.,
2007).

Segun un estudio realizado por Monagas et al., 2007, en el cual se utilizaron diferentes
cepas de levaduras Saccharomyces cerevisiae para la elaboracién de vinos tintos y se
compararon las caracteristicas de color del vino con una cepa comercial, las antocianinas
fueron los compuestos mas influenciados por las cepas de levaduras independientemente
de la variedad uva. Por esto la influencia de la cepa de levadura en la composicion fendlica
y en el color del vino, se ha adoptado como un criterio adicional para la selecciéon de las
levaduras en la vinificacién en tinto.

1.7 El aroma del vino

El aroma es otro importante pardmetro de calidad en el vino. Debido a que es el resultado
de diversos procesos bioldgicos, quimicos y tecnoldgicos que ocurren desde la uva hasta
el vino, se lo clasifica segun su origen en: aroma primario o varietal, secundario o
fermentativo y terciario o de crianza (Bayonove et al., 2003). El aroma de origen varietal
esta constituido por sustancias volatiles (arométicas) y no volatiles (no arométicas)
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generadas durante el desarrollo de la baya y que contribuyen a la diferenciacion varietal.
Por lo tanto, dependen de las rutas metabdlicas de la vid y consecuentemente estan
mayormente influenciados por factores que afecten a la planta (Robinson et al., 2014). Sin
embargo, los procesos tecnoldgicos y biolégicos aplicados durante la obtencién del vino
también pueden influenciar su contenido, por ejemplo, ciertas levaduras hidrolizan las
formas ligadas de estos compuestos y los transforman en aroméaticos (Hernandez-Orte et
al., 2008). Por otro lado, se ha determinado que las bajas temperaturas de fermentacion
favorecen la retencién de estos aromas (Pérez, 2016).

Los compuestos aroméaticos de origen fermentativo provienen de dos procesos bioldgicos,
la fermentacion alcohdlica, llevada a cabo principalmente por levaduras de la especie S.
cerevisiae y la fermentacion malolactica, llevada a cabo por bacterias lacticas. Es el grupo
aromatico mas abundante y es el responsable, entre otras, de la nota vinosa. Su
composicion y concentracion dependen de factores que impactan sobre el metabolismo de
los microorganismos implicados en el proceso fermentativo, tales como temperatura de
fermentacion, nutricidn, cepa de levadura, composicion del mosto, etc. (Pérez, 2016). Se
ha demostrado también, que existen diferencias en la produccién de metabolitos
secundarios entre cepas de levaduras, lo que influye en las caracteristicas quimicas y
organolépticas del vino (Gamero, 2011; Tilloy et al., 2014).

Teniendo en cuenta la importancia de la produccion de vinos Malbec para nuestra provincia
y lo anteriormente expuesto en relacién a los diferentes aspectos que impactan en la
calidad de los mismos, se propuso la realizacién del presente estudio para contribuir al
conocimiento del efecto individual y de interaccion entre levaduras utilizadas como in6culos
para la fermentacién alcohdlica y zonas viticolas de Mendoza de procedencia de las uvas
sobre los parametros relacionados con la calidad de los vinos Malbec.

1.8 Hipétesis y Objetivos
1.8.1 Hipoétesis

- Las caracteristicas cromaticas, quimicas y sensoriales de vinos de la cv.
Malbec de Mendoza estan influenciadas por las levaduras inoculadas
encargadas de llevar a cabo la fermentacién alcohdlica

- Lasregiones viticolas de Mendoza constituyen diferentes terroir que influyen
en la composicion polifendlica de vinos cv. Malbec.

- Existe una interaccién entre el Terroir y la levadura que potencia alguno de
los atributos medidos y permite una diferenciacion de tratamientos.

1.8.2 Objetivos
1.8.2.1 Objetivo General

Evaluar el efecto individual y de interaccion entre los factores levadura y Terroir sobre la
composicion polifendlica, quimica y caracteristicas sensoriales de vinos de la variedad
Malbec de Mendoza.

1.8.2.2 Objetivos Especificos

- Caracterizar la composicién polifendlica de vinos cv. Malbec provenientes
de diferentes zonas geogréficas de la provincia de Mendoza, Argentina.
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- Evaluar el efecto de diferentes cepas de levaduras, inoculadas para llevar a
cabo la fermentacion alcohdlica, en la composicion polifendlica, quimica y

sensorial de vinos cv. Malbec.

- Determinar si existe interaccion entre el Terroir y las levaduras sobre las
caracteristicas finales de los vinos Malbec de diferentes regiones viticolas

de Mendoza, Argentina.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Materia prima

Para la obtencion del mosto se utilizaron uvas Malbec de la cosecha 2017 de vifiedos
pertenecientes a la empresa Dofla Paula implantados en tres zonas diferentes de la
provincia de Mendoza, las cuales se encuentran destacadas en la Figura 11.

La zona de Ugarteche pertenece a la Zona Alta del rio Mendoza y esta situada en el
departamento de Lujan de Cuyo; Gualtallary pertenece al departamento de Tupungato y El
Cepillo pertenece al departamento de San Carlos, estas dos Ultimas zonas forman parte
del Valle de Uco. En la Tabla 1 se detallan las caracteristicas de dichas zonas.

Syl {> » | 5\ E

; '."“l.' " A !
Figura 11: Mapa de la provincia de Mendoza con las zonas vitivinicolas estudiadas e
imagen satelital correspondiente (creacion propia adaptada de imagen satelital de

Tabla 1: Caracteristicas agro-ecologicas de los vifiedos

. Sistema de . . Altitud . Rendimiento
Localidad Conduccién Latitud Longitud (m.s.n.m) Suelo Riego (Kg/ha)
Franco
Ugarteche, 33015 6857 i
Lujan de  Espaldero 00"S 38"W 1012 Arenos Goteo 8000
Cuyo o
Franco
El Cepillo, 33249 69° 11' -
San Carlos Espaldero 13,6"S  51,7"W 1Ly Arenos Goteo 6500
0
Franco
Gualtallary, 3392 3 69° 13' -
Tupungato Espaldero 3.07"S 50" 1293 Arenos Goteo 6000
0

Fuente: Bodega Dofia Paula (comunicacién personal)
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2.2 Microorganismos

Para llevar a cabo la fermentacion alcohdlica se utilizaron las siguientes levaduras secas
activas comerciales provistas por la empresa Lalferm S.A.: Lalvin EC1118 (Saccharomyces
cerevisiae), lonys (Saccharomyces cerevisiae), Tango Malbec (Saccharomyces cerevisiae)
y Flavia (Metschnikowia pulcherrima) (Tabla 2). Paralelamente, como testigo, se realizaron
fermentaciones espontadneas a partir de la microbiota nativa presente en la uva de cada

zona.

En todos los casos se realiz6 la inoculacién segun protocolo brindado por el fabricante. La
dosis de levaduras utilizadas fue de 30g/hL, las cuales se hidrataron con 30g/hL de
activador de la fermentacion Go-Ferm Protect provisto por la misma empresa de las

levaduras (Tabla 3).

Tabla 2: Caracteristicas de las cepas de levaduras utilizadas en el ensayo y caracteristicas
de la bacteria Lalvin VP41™ utilizada para realizar la FML.

Nombre comercial

Especie

Propiedades Microbioldgicas
y enoldgicas

Efecto Sensorial

Lalvin EC-1118

Saccharomyces
cerevisiae
bayanus

-Tolerancia al alcohol: hasta
18%

-Fase de latencia corta
-Répida cinética de
fermentacion en amplio rango
de pH

-Amplia gama de
temperaturas de
fermentacion (6ptima entre
10 a 30°C)

-Baja necesidad en nitrégeno
asimilable

-Baja necesidad en Oz
-Produccién baja de acidez
volatil

-Produccion media de SOz
-Produccién baja de SH2

Neutral

Tango Malbec

Saccharomyces
cerevisiae var
cerevisiae

-Tolerancia al etanol: 15,5 %
-Fase de latencia corta
-Velocidad de fermentacién
regular

-Temperatura Optima de
fermentacién de 15 a 28°C
-Necesidades media en
nitrégeno

-Baja produccién de SO2

Exaltacion de los
aromas
varietales, con
incremento de
las notas de
frutas madura

Saccharomyces
cerevisiae var
cerevisiae

-Tolerancia al etanol: 15,5 %
-Fase estacionaria larga pero
constante

-Rango de temperatura
Optimo: 25-28°C

-Alto poder acidificante

-Alta produccion de glicerol
-Muy baja produccion de
acidez volatil

-Baja produccién de SO:2

Alto poder de
acidificacion.
Vinos
equilibrados y
frescos.
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-Muy elevadas necesidades
en nitrégeno

16% (v/v)

-Tolerancia al SO2: hasta
60mg/L SO:total

-Tolerancia a la temperatura:
>16°C

-Demanda nutricion baja
-Buena implantacion
-Cinética de FML.: rapida
-Baja produccién de acidez
volatil

-No produccién de aminas
biégenas

-Co-inoculacion
recomendada

Flavia Metschnicowia | -Para ser usada en Aumenta el
pulcherrima inoculacién secuencial con caracter varietal
= Saccharomyces cerevisiae (terpénicos y
compatible tidlicos)
-Temperatura de
fermentacion: 15- 22°C
siendo la 6ptima de 18-20°C
-Necesidades de nutrientes
complejos
Oenococcus -Tolerancia al pH: >3,1 Afrutado,
oeni -Tolerancia al alcohol: hasta | sensacién en

boca, frescura.

Fuente: Sitio web Lallemand (https://www.lallemandwine.com/es/south-
america/productos/catalogo/levaduras/) (https://www.lallemandwine.com/es/south-

america/productos/catalogo/bacterias-es/)

Se evalué también

la fermentacion con

inoculacién secuencial

de levaduras no-
Sacccharomyces y Saccharomyces: para ello se inoculé la levadura Flavia (dosis 25g/hL
hidratada con 25g/hL del activador Go-Ferm Protect) y 48 h después se realiz6 la
inoculacion la levadura EC1118 a igual dosis.

Para la fermentacién malolactica se inoculd la bacteria Oenococcus oeni Lalvin VP41
(Lalferm S.A), en dosis de 1g/hL, previa hidratacion en agua (1:20 v/v) a 20°C durante 15

minutos (Tabla 2).
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Tabla 3: Descripcién y aplicacion de GO-FERM PORTECT™ utilizado en la rehidratacién de

las levaduras

Nombre comercial

Descripcién

Aplicacién

GO-FERM PROTECT™

Compuesto por un autolisado de
levaduras rico en esteroles y una levadura
inactivada especifica rica en
micronutrientes, que aumenta la
supervivencia de la levadura en
condiciones de fermentacion dificiles
gracias a su elevado contenido en
microprotectores biodisponibles y
micronutrientes.

Introducir durante la
rehidrataciéon para la
levadura
seleccionada.

Fuente: Sitio web Lallemand (https://www.lallemandwine.com/es/south-
america/productos/catalogo/nutrientes-protectores/)

2.3 Protocolo de vinificacion

2.3.1 Obtencién del mosto

Las uvas provenientes de cada zona, se descobajaron y molieron (20kg de uva, por
triplicado) y se colocaron en bidones plasticos de 25 L de capacidad (Figura 12).

Se realizaron los andlisis de rutina en todos los mostos (% de sélidos solubles, pH y acidez
total), luego se adicion6 anhidrido sulfuroso libre en una concentracion de 30mg/L
utilizando una solucién acuosa de 53,7 g/L de metabisulfito de potasio (correspondiente a
30 g/L de SO,), para inhibir enzimas oxidativas. Por ultimo, se procedi6 a corregir la acidez
a 6 g/L con adicién de &cido tartarico en aquellos mostos en los que los valores de acidez
fueron inferiores a este valor para determinar mejor el posible efecto de las levaduras y no
afectar demasiado la calidad final del vino debido a este parametro.

Figura 12: Mostos en bidones de 25 litros. Fotografia
propia
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2.3.2 Diseilo experimental

Se aplicé un disefio polifactorial con dos factores (Zonas y Levaduras), con 3 niveles para
el primer factor y 5 niveles para el segundo factor, basados en la cantidad de zonas y las
levaduras utilizadas. Para ello, a partir del mosto obtenido de cada zona se evaluaron 5
tratamientos por triplicado, resultando en total 45 unidades experimentales (Figura 13).

—

Ugarteche

\ J

P—
Tango
Flavia
‘ EC1118 ‘ Malbec lonys ‘ Espontanea

Uﬁﬁ?@ FEEREEEEEREE

Figura 13: Esquema del disefio experimental para la zona de Ugarteche, el mismo disefio se
utilizé para las otras dos zonas (Altamira y El Cepillo)

2.3.3 Protocolo de la fermentacién alcohdlica: seguimiento y control microbiolégico

Antes de realizar la inoculacién de los mostos, se realizd un analisis microbioldgico de los
mismos para estimar las poblaciones iniciales de levaduras y bacterias lacticas presentes
en ellos utilizando la metodologia mencionada en 2.4.

A excepcién del tratamiento de fermentacién espontanea, los mostos fueron inoculados y
las fermentaciones se llevaron a cabo a una temperatura controlada de 25°C y se realizé
un seguimiento diario de las mismas a través del control de la densidad del mosto (g/cm?).

Para asegurar un desarrollo 6ptimo de las fermentaciones se realiz6 la adicion de
nutrientes en dos momentos, al principio de la fermentacién alcohdlica con Opti-mum Red®
(30 g/hL; Lalferm S.A.), y al llegar a una densidad de 1,070 g/cm?®con Fermaid AT® (30
g/hL; Lalferm S.A.) (Tabla 5).

Finalizando la fermentacion alcohélica (FA), a una densidad cercana a 1 g/cm?® se procedié
a tomar muestras para control de las poblaciones de microorganismos que se encontraban
finalizando el proceso.
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Tabla 5: Descripcion y aplicacion de Fermaid AT y Opti-mum Red, utilizados en el ensayo.

equilibrio de nitrégeno inorganico (DAP) y
organico (levadura inactiva especifica)
completado con tiamina. Reduce el riesgo
de fermentaciones lentas o paradas.

Nutriente / Descripcién Aplicacion
Levadura
inactivada
especifica
Fermaid ® AT Nutriente complejo que aporta un buen | En caso de deficiencias

elevadas en nitrégeno

Es un autolisado de levadura rico en
polisacaridos procedentes  de la
combinaciéon de una levadura enoldgica
Unica con un proceso especifico de
inactivacion que lleva a una mayor
disponibilidad de polisacaridos.

La aplicaciéon en el mosto
provee una temprana
disponibilidad de
polisacaridos para la
formacién de complejos
con los polifenoles tan
pronto estos se liberan y
difunden.

Mejor estabilizacién del
color y de la textura del
vino.

Fuente: Sitio web Lallemand
(https://www.lallemandwine.com/es/chile/productos/catalogo/levaduras-inactivadas-especificas/)

(https://lwww.lallemandwine.com/es/chile/productos/catalogo/nutrientes-protectores/)

2.3.4 Fermentacién malolactica, estabilizacion por frio y fraccionamiento

Una vez finalizada la FA, cuando el contenido de azucares reductores fue inferior a 1,8 g/L,
se realizé el descube trasvasando el vino a damajuanas. Luego, se inoculé 1 g/hL de la
bacteria comercial Oenococcus oeni (Lalvin VP41) previa hidratacion y aclimatacion. El
proceso de la fermentacion malolactica (FML) se realizé a una temperatura controlada de
20 °C y el seguimiento de la misma se control6 mediante cromatografia de papel.

Una vez finalizada la FML, se tomaron muestras para realizar las determinaciones de los
parametros de color (indice de polifenoles totales, antocianos totales e intensidad
colorante), y luego se corrigieron los vinos con una solucion de metabisulfito de potasio
para obtener una concentracion de anhidrido sulfuroso libre de 35 mg/L.

Posteriormente se realizo la estabilizacion tartérica y de color en cdmara de frio con una
temperatura aproximada de 4-8 °C, durante 2 meses. El envasado se realizo previo trasiego
en botellas de vidrio de 750mL de capacidad con tapa a rosca.
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2.4 Determinaciones analiticas
2.4.1 Andlisis fisico-quimicos:

Las siguientes determinaciones se realizaron en mosto y vino segun protocolos de la
Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino (OlV, 2013): porcentaje de sélidos solubles
por refractrometria, pH por potenciometria, acidez total por titulacién volumétrica, acidez
volatil por método Jaulmes, grado alcohdlico por método aerométrico (Figura 14). En el
Anexo | se presentan los protocolos de dichas determinaciones.

Figura 14: Equipos de laboratorio utilizados para determinaciones analiticas. lzquierda:
determinacion de acidez volatil; Derecha: determinacién de alcohol.

Los parametros relacionados con el color que se determinaron fueron: indice de polifenoles
totales a 280nm, antocianos totales e intensidad colorante. A continuacién, una breve
explicacion de los mismos.

2.4.1.1 indice de polifenoles totales

Esta determinacion permite dar una nocién del conjunto global de compuestos fendlicos
sin aportar informacion suplementaria sobre la concentracion de las diversas familias de
estos compuestos.

La determinacion consiste en diluir previamente el vino tinto por un factor de 100 con agua
destilada y luego determinar la absorbancia a 280 nm en una cubeta de cuarzo de 10 mm
de paso optico, multiplicando el resultado por el factor de dilucién (Zamora, 2003).

2.4.1.2 Antocianos totales

Para la determinacion de antocianos totales se utiliz6 el método de blanqueo con
metabisulfito de sodio. En esta técnica los antocianos no polimerizados son decolorados
por esta sal para luego ser dosados por diferencia con respecto a una muestra que no se
somete a blanqueo. De esta forma se somete al vino a un medio fuertemente &cido para
gue los antocianos se manifiesten en su forma coloreada de cation flavilio (Figura 15).
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Se tomaron 200 pL de vino filtrado y se colocaron en un tubo plastico, al mismo se afiadio
200 pL de &cido clorhidrico 0,1% en etanol y 4 ml de acido clorhidrico 2% en agua y se
homogenizé el contenido.

Se utilizaron cubetas de 1 cm de paso 6ptico, en dos de ellas se colocaron 1 mL de la
mezcla obtenida anteriormente mas 400 pL de agua destilada. Luego, se homogenizo y
procedié a realizar la lectura de la absorbancia en espectrofotometro a una longitud de
onda de 520 nm, obteniendo as?2 dos |l ecturas der
otras dos cubetas, se colocaron 1 mL de la mezcla mas 400 pL de una solucion de
metabisulfito al 15%, se homogenizd y se dejo reposar 20 minutos para luego realizar la
lectura de la absorbancia a 520 nm, de esta forma se obtuvieron dos lecturas denominadas
AiB10 y AB20. Final ment e @®eaghyAmering $988):el si gui ent

Antocianosmg/L=( AbsiT ARD® A BO)

Donde: fAAbso0O es | a absorbancia de |l a soluci - -n
Abs AAO0O es el yp2,omedi o de A1l
Abs ABO0 es el promedio de B1 y B2, vy

885 es la absortividad molar de la malvidina 3-glucésido

Figura 15: Fotografia del método de blanqueo para la determinacion de
antocianos. Fuente: Fotografia propia.

2.4.1.3 Intensidad colorante

Este pardmetro expresa de manera objetiva, mediante un indice, la cantidad de color que
posee un vino.
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Se utilizé un espectrofotbmetro que opera a luz visible, se colocé el vino previamente
centrifugado en una cubeta de cuarzo de 1 mm de paso O6ptico y se midieron las
absorbancias a 420, 520 y 620 nm de longitud de onda. El resultado se multiplicé por 10
para referirlo a la cubeta estandar de 10mm de camino 6ptico. La intensidad colorante sera
la suma de cada una de las componentes (Zamora, 2003):

IC = Aso + Aszo + As2o

2.4.2 Andlisis microbioldgicos:

Las poblaciones iniciales de microorganismos se evaluaron por siembra en superficie en
placa. Se utilizaron los medios de cultivo acorde para cada grupo microbiano: medio de
cultivo WL (Oxoid), para recuento de hongos y levaduras viables, agar Lisina para recuento
de levaduras no-Saccharomyces y MRS para recuento de bacterias lacticas.

Para la evaluacion de las poblaciones de las levaduras al final de la fermentacion se
realizaron diluciones sucesivas de los mostos utilizando agua peptonada (0,1 % m/v) y se
sembraron sobre superficie en medio de cultivo YPD (extracto de levadura 0,5%, peptona
0,5%, glucosa 4%, agar 2%).

En ambas etapas de evaluacion, las placas se incubaron a 28°C durante 48-72h, y en
condiciones de microaerofilia para los medios MRS (bacterias lacticas) luego de lo cual se
realizo recuento y clasificacion de colonias.

Para realizar el control de implantacibn de las cepas de levaduras, un numero
representativo de colonias crecido en medio YPD fue analizado mediante la técnica de
diferenciacioén intraespecifica, PCR Interdelta segun el protocolo de Legras y Krast (2003)
(realizado por Lallemand, Canada).

2.4.3 Andlisis sensorial

La caracterizacidon sensorial se realiz6é a través de un andlisis descriptivo no estructurado,
el cual permite describir las diferentes percepciones sensoriales de los vinos con una serie
de términos y darle una magnitud mediante una escala. Ademas, permite medir el impacto
sensorial de diferentes précticas viticolas y enoldgicas (Catania y Avagnina, 2007a).

Todos los vinos fueron evaluados por un panel de 15 degustadores entrenados
pertenecientes al Centro de Estudios en Enologia, EEA Mendoza INTA. Se presentaron
las copas correspondientes a los vinos de todos los tratamientos por zona a los
degustadores, estas fueron codificadas por numeros de tres digitos elegidos al azar y
presentadas al panel.

El analisis sensorial se llevé a cabo en la sala de degustacidn del Centro de Estudios
Enoldgicos del INTA, acondicionada para tal fin. La temperatura de servicio de las muestras
fue de 16-18°C y se colocé un volumen de muestra hasta el ecuador de la copa de
dimensiones normalizadas (ISO 3591,1977) (Figura 16).

El panel de degustadores evalu6 durante 3 sesiones, 3 atributos aromaticos (vegetal, fruta
fresca y fruta madura) y 2 atributos en boca (astringencia y amargor).
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Figura 16: Arriba: sala de degustacion INTA Mendoza; Abajo: copas de
degustacién. Fuente: Fotografia propia.

2.5 Tratamiento de datos y andlisis estadistico

Primeramente, se verificé la normalidad de los datos y la homogeneidad de la varianza
procesados por el software estadistico Infostat®. Se aplicé analisis de la varianza
polifactorial y Test LSD Fisher para obtener una comparacién de las medias buscando
diferencias significativas entre los diferentes tratamientos y evaluar el efecto de los factores
con un nivel de significancia de U 9©,05. Ademas, se les aplicé un analisis multivariado,
utiizando como método de reduccién de informacién, el Analisis de Componentes
Principales (ACP).

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Datos iniciales de los mostos
3.1.1 Andlisis fisico-quimicos

Los mostos de uvas Malbec de las 3 zonas fueron caracterizados inicialmente a través de
los siguientes parametros analiticos: Sélidos solubles (°Brix), pH y Acidez total.

En la Tabla 6 se encuentran detallados los andlisis iniciales de los mostos y se puede
observar diferencias significativas entre las zonas respecto a estos datos iniciales,
mostrando una marcada influencia de la zona de origen sobre la uva. Gualtallary alcanzé
un mayor grado de madurez y un mayor nivel de pH con un consecuente nivel de acidez
total inferior al resto. En cuanto a los valores obtenidos para la zona de El Cepillo, ésta se
destacé por su menor nivel azucarino, pero con niveles intermedios de pH y acidez respecto
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al resto, siendo Ugarteche el mosto con mayores niveles de acidez y menores de pH, pero
de madurez intermedia. Llama la atencién este ultimo resultado si se considera que este
vifiedo se encuentra en una zona de menor altura 'y mas calida entre las estudiadas en este
trabajo, por lo que se esperaban maostos con menor acidez (Fanzone, 2012).

Tabla 6: Datos iniciales de los mostos de las diferentes zonas viticolas

Variable * EL CEPILLO GUALTALLARY UGARTECHE

Brix (%) 23,4 + 0,26a 24,65 + 0,56¢ 24,3+ 0,1b
pH 3,52 +0,02b 3,66 + 0,02c 3,42 + 0,02a
Acidez Total

(g/L ac. 5,25 + 0,36b 435+0, 17a 5,86 + 0,1c
Tartarico)

* valores promedios + desviacion estandar, letras diferentes indican
diferencias estadisticas (para la misma fila) de la aplicacion del andlisis de
la varianza con test LSD Fisher, p-valor<0,05. (Anexo II)

3.1.2 Andlisis microbioldgicos

Luego de los andlisis fisico-quimicos iniciales, se procedié a tomar muestra del mosto para
realizar el analisis microbiolégico inicial y de esta forma evaluar la microflora presente
inicialmente en los mismos (Tabla 7).

Tabla 7: Microflora inicial del mosto de las diferentes zonas viticolas

Levaduras Levaduras No
totales Hongos (rango Saccharomyces Bacterias
ZONA (ufc/mL) ufc/mL) (%) lacticas (ufc/mL)
UGARTECHE 2,15x10° 8 x10%-3 x10° 100 <1
GUALTALLARY 9,32 x 10° 1-2x10° 100 6,78 10°
EL CEPILLO 8,35 x 10° <1 100 4,74 10*

Se puede observar que el recuento de levaduras se encontrd en niveles poblacionales de
1.10% i 1.10° ufc/mL, lo cual corresponde a valores normales en las uvas recién
cosechadas, teniendo en cuenta que la microflora inicial en el mosto es similar a la de la
uva (Ribéreau-Gayon et al., 2006a). Es destacable la menor poblacion de levaduras totales
para mosto encontrada en Ugarteche, ya que, en condiciones climéaticas méas célidas, como
las que presenta esta zona, se esperaria que las poblaciones de levaduras fueran mas
abundantes (Ribéreau-Gayon et al., 2006a).

En general en los mostos predominaron las levaduras No- Saccharomyces (Figura 17),
dado que en las uvas maduras se encuentran con predominancia, especies apiculadas
poco tolerantes al alcohol y especies estrictamente oxidativas, encontrandose las especies
fermentativas Saccharomyces en poblaciones extremadamente bajas (Ribéreau-Gayon et
al., 2006a; Pretorius, 2000; Fleet, 2003).
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Figura 17: Siembra del mosto de El Cepillo. Arriba: agar lisina, Izquierda: dilucion -2;
Derecha: dilucion -3; Abajo: medio WL, dilucién -2

Respecto a la presencia de hongos y a las bacterias lacticas en estos mostos frescos, en
los recuentos realizados se encontraron valores normales y esperables para el mosto.

En funcién de esta caracterizacion inicial puede observarse que los mostos provenientes
de las diferentes zonas, lograron diferenciarse tanto fisico-quimica como
microbiol6gicamente.

3.2 Desarrollo de las Fermentaciones
3.2.1 Cinética de la fermentacién alcohdlica

En la Figura 18 se pueden observar las cinéticas de las fermentaciones alcohdlicas para
las diferentes cepas de levaduras en las tres zonas estudiadas, mostrando la evolucion de
la densidad (g/mL) a medida que transcurrié el tiempo (dias) de dicho proceso.

Primeramente, se puede observar que, con respecto a la duracién de las fermentaciones,
las levaduras se comportaron de manera similar en las tres zonas. Por otra parte, la
duracion de las fermentaciones con la levadura lonys, super6 el promedio de fermentacion
respecto a las otras cepas, finalizando las fermentaciones dos o tres dias después que el
resto, demorando 10 a 11 dias dando como resultado fermentaciones mas lentas (Tabla
8). Respecto a la duracion de las fermentaciones espontaneas, en el caso de Ugarteche,
a pesar de contener una menor poblacion inicial de levaduras Saccharomyces, finalizd sus
fermentaciones en periodos intermedios a las otras zonas. Es importante destacar que la
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cepa de levadura Tango Malbec, tuvo un comportamiento similar a la cepa de levadura
EC1118, iniciando rapidamente la fermentacion y finalizandola a los 8 dias, destacandose
en la zona de Ugarteche por finalizar un dia antes.

Tabla 8: Duracion de la fermentacion alcohdlica (promedio en dias)

ZONAS EC1118 ESPONTANEA FLAVIA TANGO MALBEC IONYS

UGARTECHE 8 8,5 8 7 11
GUALTALLARY 8 9 9 8 11
EL CEPILLO 8 8 8 8 10

Densidad (g/mL)
-
o
Y

0,98 T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Tiempo (dzas)

—B—ECi118 —{1—Esp —1—Flavia —{1—Tango Wb —O—lonys

Figura 18: Cinética de la fermentacién alcohdlica de las cepas de levaduras estudiadas
para las 3 zonas. A: Ugarteche; B: Gualtallary; C: El Cepillo.
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