DISMINUCION DE 4-ETILFENOL Y
4-ETILGUAYACOL EN  VINOS
TINTOS

P FACULTAD DE
s CIENCIAS

== AGRARIAS

Tesina para obtener el titulo de grado de LICENCIATURA EN BROMATOLOGIA
ALUMNA: CECILIA AILEN CHIMENO

ANO: 2022
FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS- UNIVERSIDAD NACIONAL DE CUYO



Tema:

“Disminucién de 4-etilfenol y 4-etilguayacol en vinos tintos”

Tesista:

Cecilia Ailén Chimeno
cecichimeno@gmail.com
Directora de Tesis:

Magter. Lic. Maria Laura Sanchez
msanchez@fca.uncu.edu.ar
Co-Directora de Tesis:

Lic. Brom. Andrea Cosentino
acosentino@chandon.com.ar
Miembros del comité evaluador:
Lic. Brom. Sandra Rodriguez
Lic. Brom. Marcela Bernardi
Presidente:

Dra. Lic. Brom. Andrea Antoniolli
Suplente:

Lic. Brom. Daniela Ramirez



RESUMEN

La vitivinicultura comprende una de las principales actividades de Mendoza. Gracias al
clima y el terroir de la provincia se logran productos de elevada calidad y Unicos en el
mundo. En el mercado, el consumidor busca vinos de calidad y con adecuadas
caracteristicas organolépticas. Durante las distintas etapas de elaboracién tanto la
materia prima como el producto terminado, estan expuestos a posibles
contaminaciones no solo provenientes del vifiedo sino también derivado de tanques,
mangueras e insumos utilizados en bodega. Uno de los desafios méas grandes para los
enodlogos se centra en vinos afiejados en vasijas de madera, alli se dan condiciones
particulares, como microoxigenacion, presencia de azlcares residuales, nutrientes y
tiempo prolongado de estancia del vino, que favorecen el crecimiento de
Brettanomyces, una levadura contaminante. Este microorganismo produce fenoles
volatiles como 4-etilfenol y 4-etilguayacol, que confieren aromas desagradables

descriptos como cuero mojado, sudor de caballo, establo, etc.

Mediante una revision bibliografica se daran a conocer dos insumos practicos y
econdmicos para recuperar vinos contaminados con Brettanomyces. Uno de ellos se
basa en el uso de lias de levaduras provenientes de fermentaciones y el otro en el uso
de polivinilpolipirrolidona (PVPP). La aplicaciébn de alguno de estos procedimientos,
lograria disminuir el 4-etilfenol y 4-etilguayacol, producidos por la levadura, por debajo

del umbral de percepcion con la consecuencia de reducir los aromas desagradables.

PALABRAS CLAVES: Brettanomyces, 4-etilfenol, 4-etilguayacol, vino, lias de

levaduras, polivinilpolipirrolidona (PVPP).



ABSTRACT

Winemaking is one of Mendoza's main activities. Thanks to the province's climate and
terroir, wines of high quality and unique in the world are produced. In the market,
consumers are looking for quality wines with adequate organoleptic characteristics.
During the different stages of production, both the raw material and the finished product
are exposed to possible contamination not only from the vineyard but also from tanks,
hoses and supplies used in the winery. One of the greatest challenges for winemakers
focuses on wines aged in wooden vats, where particular conditions such as micro-
oxygenation, the presence of residual sugars, nutrients and prolonged storage time
favor the growth of Brettanomyces, a wine-contaminating yeast. This microorganism
produces volatile phenols such as 4-ethylphenol and 4-ethylguaiacol, which give the

wine unpleasant aromas described as wet leather, horse sweat, stable, etc.

In the bibliographic review, two practical and economic inputs for the recovery of wines
contaminated with Brettanomyces will be presented. One of them is based on the use
of yeast lees from fermentations and the other on the use of polyvinylpolypyrrolidone
(PVPP). The application of either of these procedures would reduce 4-ethylphenol and
4-ethylguaiacol, produced by the yeast, below the perception threshold with the

consequence of reducing unpleasant aromas.

KEYWORDS: Brettanomyces, 4-ethylphenol, 4-ethylguaiacol, wine, yeast Ilees,
polyvinylpolypyrrolidone (PVPP).




DEDICATORIA

A mi familia, por el apoyo incondicional y acompafiamiento para concretar mis
estudios.

A mis amigos de toda la vida, por estar en todo momento.
A mis amigos de la facultad, por hacer este camino mas divertido y placentero.

A mi misma, por confiar en el proceso y ser paciente.




AGRADECIMIENTOS

A mi directora de Tesis Maria Laura Sanchez, por guiarme y ayudarme en cada paso.

A mi co-directora Andrea Cosentino, por siempre confiar en mi, brindarme sus

conocimientos y apoyarme en todo momento.

A la Facultad de Ciencias Agrarias, por brindarme el espacio para poder desarrollarme
como estudiante y futura profesional.

Vi



INDICE

RESUMEN il
ABSTRACT iv
DEDICATORIA v
AGRADECIMIENTOS Vi
1. Introduccién 1
1.1  Panorama Vitivinicola 1
111 Mundial 1
1.1.2  Nacional 2

1.2 Proceso de elaboracion del vino 3
1.3  Microorganismos asociados a la uva y a la vinificacion 5
1.3.1  Principales levaduras vinicas 6
1.3.2 Deterioro microbiano 11

1.4  Levadura Brettanomyces 12
1.4.1  Taxonomia 12
1.4.2 Procedencia de las poblaciones de Brettanomyces 12
1.4.3  Condiciones Optimas de crecimiento 13
1.4.4  Alteraciones en el vino 15

1.5 Tratamientos desodorizantes 18
1.5.1 Tratamiento para 4-etilfenol y 4-etilguayacol 19
1.5.1.1 Lias de levaduras 20
1.5.1.2 Polivinilpolipirrolidona (PVPP) 22

2. Hipotesis y objetivos 24
2.1  Hipbtesis 24
2.2 Objetivos generales y particulares 24

3. Antecedentes, descripcién de materiales, fuentes y resultados bibliograficos 25

3.1 Lias de levaduras 26
3.2 Polivinilpolipirrolidona 34
4. Resultados y Discusion 39
5. Conclusiones 42

Bibliografia 43

Vii



INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Panorama mundial de produccion de Vino 2021............ccooviiiiiiiiiieeeeennnnnnnne. 2
Figura 2: Esquema de vinificacion de vinos tiNt0S. ..........cccuviiiiiiiie i 3
Figura 3: Microfotografia de Candida ViNi...............eeuieieiiiiiiiiiiiieeee e 7
Figura 4: Microfotografia de Hanseniaspora UVarum............c..eeeeeeeeriiiiiniiieeeeeeee s 7
Figura 5: Microfotografia de Hansenula anomala..............ccccueeiiiieiiiiiiiiiiiii e, 8
Figura 6: Microfotografia de Kluyveromyces thermotolerans..............ccccvvvvvieeeiniinnnnne. 9

Figura 7: Saccharomyces cerevisie visto con microscopia de contraste de fase a un

AUMENTO 08 LOOO0X .....eieiiiiiiiiiiiiiitteeeetee ettt ettt ettt ettt e et e ettt et e e et et e e et e e e et e e e e e e e e eeeeeeeeeeeneeees 9
Figura 8: Microfotografia de Saccharomycodes eXiguoUS. .............ccoeviiiiiiiiiinieeeennnnns 10
Figura 9: Microfotografia de Zygosaccharomyces rouXii .............eeueeeeriiiiiiiiieeieeeennnns 10

Figura 10: Fotografias al microscopio de diferentes morfologias de Brettanomyces
DIUXEIEINSIS. ... et 11

Figura 11: Condiciones enoldgicas evitan el crecimiento (verde). En rojo condiciones

gue favorecen el desarrollo de Brettanomyces en DarriCa..............eueeveveeeeeeeeeiieeeeennnne. 14
Figura 12: Fenoles volatiles producidos por Brettanomyces. .........cccccoovvvvvvierieeeennnnns 16
Figura 13: Defectos sensoriales producidos por Brettanomyces. ...........cccceeeeeeeeennnn. 17
Figura 14: Sintesis de fENO0IES.........oouiiiiii e 18
Figura 15: Polifenoles presentes €n €l VINO...........coeeiiiiiiiiiiiiiiii e 20
Figura 16: Principales &cidos hidroxXiCINnAmicCOS. ...........cccovvvviiiiiiiii e 20
Figura 17: Organizacién de la pared celular de Saccharomyces cerevisie................. 21

Figura 18: Estructura de la polivinilpolipirrolidona (PVPP). Fuente: Togores, 2010....22
Figura 19: Mecanismo de fijacion de los polifenoles por el PVPP. .......cccccooooeiiiiiinnnn 23
Figura  20: Experimentos de sorcion para a) 4-etilfenol y b) 4-etilguayacol
individualmente sin agitacién y con agitacion. ............ccccccccieeii i 29
Figura 21: Experimentos de sorcion con 4-etilfenol y 4-etilguayacol conjuntamente a)
sin agitacion y b) Con agitacCiOn.. ..........cooviiiiiii e 30
Figura 22: Perfiles de olor del vino naturalmente contaminado (vino NC) antes y
después de los tratamientos con carbdn activadoy PVPP..........ccccooiiiiiiiiiiiiine e, 36
Figura 23: Efecto estimado de los factores cuando utilizaron PVPP como adsorbente
a) 20 mg/L y b) 2,5 mg/L de ACidO P-CUMANICO. .........cvvviiieiieeiiiiiiie e 38
Figura 24: PolyLact (PVPP) Marca Laffort y su protocolo de utilizacion. ................... 41

viii



INDICE DE TABLAS

Tabla 1: Coeficiente de particion de 4-etilfenol y 4-etilguayacol para concentraciones
volatiles de 1000 pg/L y 500 pg/L, respectivamente, en vino sintético modelo
(Chassagne et. al, 2005)........cciiiiiiiiiii 27
Tabla 2: Concentracion de 4-etilfenol y 4-etilguayacol (ug/L) en el control y en los vinos
tratados del ensayo 2 (Barbosa, Hogg & Couto, 2012). ...........uuummmmmmmmmmimmmiiiiiiiiiiiinnnnns 32
Tabla 3: Caracteristicas de los diferentes derivados de levadura comercial (YD)
(Barrio-Galan et. @l, 2012).......euiiiiiiiiiiiiiiie e a e 32
Tabla 4: Concentracion (mg/L) de acido trans-p-cumarico en solucién de vino modelo a
15, 30 y 60 dias de tratamiento (Barrio-Galan et. al, 2012). .........cccccceviiiiiiiiiinieeeennnns 33
Tabla 5: Concentracion (mg/L) de 4-etilfenol en solucion de vino modelo a 15, 30 y 60
dias de tratamiento (Barrio-Galan et. al, 2012) .........cccuvviiiiiieeiiiiiiiieeee e 33
Tabla 6: Efecto de carbén vegetal, PVPP y zeolita sobre la concentracion de 4-
etilguayacol y 4-etilfenol en los vinos, expresado en pg/L (Lisanti et. al, 2017)........... 36
Tabla 7: Resumen de los porcentajes de disminucién obtenidos por cada uno de los
autores investigados en el uso de lias de levaduras. ..............ceevvvvvvveeeiieivieeeeeeeeeeennn, 39
Tabla 8: Resumen de los porcentajes de disminucién obtenidos por cada uno de los

autores investigados en el uso de lias de levaduras. ............cccccvvieiiiiieciecciicec e, 40




1. Introduccién

1.1 Panorama Vitivinicola

1.1.1 Mundial

Segun las estadisticas realizadas por la Organizaciéon Mundial de la Vifia y el Vino
referidas al afio 2021, se informd lo siguiente:

Sobre la base de la informacion recopilada de 28 paises, que representa el 85
% de la produccion mundial en 2020, se estima que la produccion mundial de
vino en 2021 (excluidos zumos y mostos) es de entre 247,1 y 253,5 Mill. hL,
con un punto medio del intervalo de 250,3 Mill. hL.

La produccion de vino en 2021 se puede considerar como sumamente
baja, apenas ligeramente por encima de la produccion histéricamente baja de
2017. El volumen previsto para este afio parece haber disminuido en un 4 %
respecto a 2020 (que ya se situaba por debajo de la media) y es un 7 % mas
bajo que su media de los ultimos veinte afios.

Es el resultado de condiciones climaticas desfavorables que afectaron
de manera considerable a los principales paises productores de vino en Europa
este afio. El hemisferio sur y Estos Unidos (EE. UU.) parecen ser excepciones
en este panorama general negativo y tienden a equilibrar la disminucion de
volumen registrada en la Union Europea (UE).

Este es el tercer afio consecutivo que la produccién vinicola mundial se
sita por debajo de la media. Sin embargo, el impacto de esta reduccion
todavia debe ser evaluada, debido al contexto actual donde la pandemia de
covid-19 aun esta generando un grado relativamente alto de volatilidad e
incertidumbre.

Los paises sudamericanos registraron pronunciados aumentos en los
niveles de produccion con respecto a 2020. La ausencia de condiciones
meteorologicas adversas este afio, generalmente causadas por el efecto
climatico llamado El Nifio, parece haber contribuido a cosechas exitosas y altos
niveles de produccién de vino en 2021.

Chile se confirma como el mayor productor de la regiéon en 2021, con un
pico de produccién vinicola de 13,4 Mill. hL, el volumen mas alto registrado en
20 afios, con un incremento del 30 % en comparacién con su nivel de 2020.

En 2021, la produccion vinicola de Argentina ha aumentado
significativamente a 12,5 Mill. hL (+16 %/2020) después de una produccién
muy baja registrada en el afio 2020. (OIV: Organizacién Mundial de la Vifia y el
Vino, 2021)

En la Figura 1 se puede observar que la mayor produccién de vino en el mundo en el
afio 2021, se centra en la Union Europea principalmente en Italia, Espafia y Francia,
los cuales concentran el 46% de la produccion total mundial. Mientras que el 54%




restante se reparte entre EE.UU (10%), Australia (6%), Argentina (5%), Chile (5%),
Sudafrica (4%) y otros (24%).

ITALIA EE.UU, ARGENTINA
_ 44.5 Mhl 18% 24,1 Mhi 10% 12,5 Mhl 5%

9% Var +6% Var +16% Var

ESPANA AUSTRALIA SUDAFRICA
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+30% Var

-14% Var +2% Var

FRANCIA CHILE

13,4 Mhi
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o

Figura 1: Panorama mundial de produccion de vino 2021. Fuente: www.sevi.net/es.

1.1.2 Nacional

Segun la Ley de Vinos N°14.878, el Instituto Nacional de Vitivinicultura (INV) establece
gue: se considerard vinos a los productos obtenidos por la fermentacion alcohdlica
total o parcial de los azUcares naturales de la uva fresca o del mosto virgen,
previamente limpio y mantenido en frio, de uvas provenientes de la especie Vitis
vinifera L. con o sin partes sélidas, que tengan un tenor alcohdlico real superior a
CINCO GRADOS (5°) Gay Lussac. Ningun otro liquido cualquiera sea su origen o
composicion podra designarse con el nombre de vino (INV, 1992).

La superficie destinada al cultivo de la vid en Mendoza registrada al 31 de diciembre
de 2021 alcanza las 148.996 ha distribuidas en 15.171 vifiedos. El departamento con
mayor superficie cultivada es San Martin, gue concentra el 18,3% del total. Le siguen
en importancia, Lujan de Cuyo (10,4%), Rivadavia (9,8%), Lavalle (8,7%), San Rafael
(8,5%), Junin (7,6%) y Maipu (7,4%) (INV, 2022).

Las variedades de vides mas cultivadas en el pais son: Malbec (22%), Cereza (12%),
Bonarda (8%), Cabernet Sauvignon (7%) y Criolla Grande (6%). La variedad que mas
ha aumentado su superficie de cultivo desde el afio 2000 es Malbec (+30.019 ha),




pasando de 16.347 ha a las actuales 46.366 ha. Le siguen en importancia por su
crecimiento en superficie, aunque con bastante diferencia cuantitativa: Flame Seedless
(+4.598 ha), Aspirant Bousquet (+4.323 ha) y Syrah (+3.582 ha).

Las variedades que mas disminuyeron desde el afio 2000 son: Criolla Grande (-11.793
ha), Cereza (-6.215 ha), Pedro Giménez (-5.790 ha) y Moscatel Rosado (-5.577 ha).
(INV, 2022).

1.2 Proceso de elaboracion del vino

La elaboracion de vino consiste en varias etapas (Figura 2), donde cada una de ellas
requiere especial cuidado para obtener finalmente un vino de calidad:
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Figura 2: Esquema de vinificacion de vinos tintos. Fuente: Alejandre, 2007.

La cosecha de la uva se produce cuando la baya ha llegado a su punto ideal de
madurez industrial, la cual no siempre coincide con la fisiolégica (Alejandre, 2007).

El estado fitosanitario del fruto es crucial para obtener vinos de 6ptima calidad. La uva
debe estar sana y entera. En las heridas provocadas por fendmenos meteorolégicos y
ataques de insectos, aparecen y se desarrollan todo tipo de microorganismos, entre
ellos Botrytis cinerea o podredumbre gris (Alejandre, 2007).




La baya debe permanecer entera, transportdndose con delicadeza desde la cepa
hasta la tolva, procurando que el hollejo no se rompa y que, en general, no se
produzcan pérdidas de mosto que seran luego focos de microfermentaciones
indeseadas y dificiles de controlar (Alejandre, 2007).

Una vez completada la cosecha, se procede a volcar la uva en una tolva. Alli pasaran
por unos rodillos que se ocupan de romper la baya sin dafiar el hollejo ni el raspén, y
sin romper las semillas. A continuacion, la despalilladora separa los hollejos y la pulpa
del resto del racimo, del escobajo, para evitar que transmita al jugo sabores
astringentes y olores herbaceos. En esta parte se obtiene una mezcla pastosa llamada
mosto (Togores, 2010).

El mosto obtenido se deja reposar por un periodo de tiempo que va de una a dos
semanas. Durante este tiempo, la piel de la uva (hollejo) se encarga de darle al vino su
tonalidad caracteristica. También suelen hacerse procesos de remontado, que
consisten en remover constantemente el mosto para que toda la parte liquida se
impregne con el sabor y el color del hollejo (Alejandre, 2007).

Aqui es donde se inoculan las levaduras seleccionadas o se deja fermentar con
levaduras nativas. El proceso de fermentacion consiste en la transformacion del
azucar de la fruta a alcohol y diéxido de carbono, gracias a la actividad de las
levaduras (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

El paso siguiente es el descube, el cual consiste en trasladar el liquido con principio de
fermentacién, a otro depdsito en el que contindia con la fermentacién alcohdlica. A la
parte sélida restante se le puede aplicar un proceso de prensado para extraer el
liquido que sigue presente, obteniendo asi el llamado vino prensa (Alejandre, 2007).

Luego se procede a una fermentacion malolactica, esta es una segunda fermentacion
a la que se somete el vino para transformar el acido malico en acido lactico. Tiene
lugar de forma espontanea producida por las mismas bacterias presentes en la uva,
pero se deben controlar las condiciones de temperatura y duracién de la fermentacion
(Ribéreau-Gayon et al., 2006).

Este paso es muy importante porgue el acido malico tiene un mayor nivel de acidez
gue el acido lactico. Por esta razén, cuando termina esta fermentacion el vino tinto
adquiere un sabor mas equilibrado y menos astringente en el paladar (Carrascosa et
al., 2011).

Los vinos después de la fermentacion alcohodlica y malolactica son turbios e inestables
por lo que necesitan ser clarificados y estabilizados para preservar su calidad hasta su
consumo. Ademas de solutos y macromoléculas, incluyen una gran diversidad de
particulas, responsables de brumas y depésitos. Estas particulas son principalmente
microorganismos (levaduras y bacterias), cristales de tartrato, restos de células de la
piel y la pulpa de la uva, y agregados de moléculas/macromoléculas que se han
formado durante la fermentaciéon y la maceracién. Dentro de estas particulas, es
importante distinguir entre las particulas coloidales, que forman dispersiones
coloidales, y las mas grandes, que forman suspensiones y depdsitos (Vernhet 2019).

Las operaciones de clarificacion permiten lograr la limpidez y el brillo, que son
importantes ya que la primera impresion visual tiene un fuerte impacto en la



percepcion de la calidad del vino. La clarificacion también contribuye a disminuir las
poblaciones de microorganismos (Alejandre, 2007).

Los tratamientos de estabilizacion tienen diferentes objetivos: evitar la formacion de
brumas o depositos en los vinos embotellados, y asi preservar la limpidez, y prevenir
las alteraciones cualitativas del gusto, el sabor o el color relacionadas con el deterioro
por microorganismos o con cambios quimicos negativos (Vernhet 2019).

El paso siguiente es la filtracién, la cual es una técnica de separacion utilizada para
eliminar un solido en suspension de un liquido haciéndolo pasar a través de un medio
filtrante que consiste en una capa porosa que atrapa las particulas sélidas. Existen
varios tipos de filtracion, que utilizan diferentes medios filtrantes montados en equipos
adecuados. En la vinificacion se utilizan los siguientes: 1. filtracién a través de una
precapa de tierra de diatomeas, 2. filtracion a través de ldaminas de celulosa o modulos
lenticulares (tierra de diatomeas, perlita, resinas cationicas, fibras de polietileno, etc.),
3. filtracion a través de membranas de polimeros sintéticos con poros calibrados, 4.
filtracion tangencial a través de membranas inorganicas u organicas (Ribéreau-Gayon
et al., 2006).

Posteriormente, segun el tipo de vino se procede a la crianza y/o envejecimiento, en
esta etapa la bebida se deja reposar en barricas de madera que han sido previamente
tostadas. El tipo de madera, el nivel de tostado que tenga y el tiempo de crianza
modificaran las notas del vino (Alejandre, 2007).

Durante la crianza se pueden realizar trasiegos, que consisten en trasladar el vino de
una barrica a otra para orearlo y eliminar residuos.

Por altimo, una vez terminado el vino se procede al embotellado, donde se pueden
realizar ajustes de acidez y adicion de estabilizadores, obteniéndose el vino terminado
(Alejandre, 2007).

1.3 Microorganismos asociados a la uva y a la vinificacion

Sobre la superficie de las uvas, en el vifiedo, se presenta una ecologia microbiana
compleja compuesta por hongos filamentosos, levaduras y bacterias con diferentes
caracteristicas fisiol6gicas que impactan de diversas formas en la producciéon de vino
(Carrascosa et al., 2011).

Algunas especies s6lo se encuentran en la superficie de las uvas, como los hongos,
mientras que otras tienen la capacidad de sobrevivir durante el proceso de vinificacion
y crecer en los vinos, constituyendo la microbiota tipica compuesta por especies de
levaduras, bacterias lacticas y bacterias acéticas (Carrascosa et al., 2011).

Las uvas dafadas presentan un aumento de las poblaciones de bacterias lacticas y
acéticas que afectan a las levaduras durante la fermentacion alcohdlica. Dicha
fermentacién se caracteriza por el crecimiento sucesivo de varias especies y cepas de
levaduras. A través de las interacciones levadura-bacteria a lo largo del proceso
fermentativo se puede determinar la progresion de la fermentacion malolactica y el



potencial crecimiento de bacterias de deterioro en el producto final (Bordet et. al,
2020). Los mecanismos por los que una especie o cepa influye en otra en los
ecosistemas de la uva y el vino incluyen: la produccion de enzimas liticas, etanol,
diéxido de azufre y péptidos similares a las toxinas/bacteriocinas asesinas; el
agotamiento de nutrientes, incluida la eliminacién de oxigeno, la produccién de didéxido
de carbono; y la liberacién de componentes autoliticos celulares (Fleet, 2003).

La cuticula de las bayas puede sufrir microfisuras, donde la piel se ir4 ablandando con
la maduracion y aumentando de este modo, la disponibilidad de nutrientes y la
disponibilidad de altas concentraciones de azlcar para que poblaciones ascomicetas
oxidativas o débilmente fermentativas colonicen la baya; entre ellas podemos
encontrar a: Candida spp., Hanseniaspora spp., Pichia spp., Zygosaccharomyces spp.
y Torulaspora spp., entre otros. En este momento también pueden aparecer bacterias
acéticas como Gluconobacter spp. y Acetobacter spp (Barata et. al, 2012).

Otros microorganismos que se asocian a la uva y/o al proceso de vinificacién son los
hongos superiores. Entre ellos pueden estar presentes Botrytis cinerea, agente causal
de la podredumbre gris y Aspergillus spp., productor de ocratoxina. Estos hongos so6lo
son activos en el vifiedo, aunque sus metabolitos pueden afectar la calidad del vino
durante el procesamiento de la uva (De Simone et. al, 2020).

1.3.1 Principales levaduras vinicas

Durante el proceso de elaboracién del vino, varios microorganismos coexisten e
interactian influyendo en la dominancia, la persistencia de las levaduras de
fermentacién y los perfiles aromaticos y analiticos. También existe un creciente interés
en el uso de diferentes especies en fermentaciones mixtas inoculadas donde las
interacciones de levaduras juegan un papel fundamental (Ciani et. al, 2016).

Dentro de estas interacciones, se encuentran las especies oxidativas, Pichia y
Candida, que no fermentan o son muy poco fermentativas. Aungque son capaces de
crecer en mostos y zumos son miembros importantes de la comunidad de levaduras
formadoras de film en el vino almacenado (Fugelsang, 1997)

Las especies de levaduras de fermentacion débil Hansenula anomala y Kloeckera
apiculata/Hanseniaspora uvarum se observan al principio de la fermentacion y son
capaces de producir 2-4% de etanol y altos niveles de acido acético, acetato de etilo y
acetato de isoamilo. Las especies fermentadoras, incluyendo Brettanomyces/Dekkera,
Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces y Zygosaccharomyces, son capaces
de realizar una fermentacion completa, aunque en algunos casos, lenta. Entre las
levaduras asociadas a la fermentacion cabe destacar Saccharomyces cerevisiae
(Fugelsang, 2007).

El tamafio de las levaduras es variable, pero se sitian entre 1 a 5 ym de ancho, por 1
a 28 um de largo. En cuanto a su forma, varian dependiendo del tipo de reproduccion:
subesférico o eliptico (Saccharomyces cerevisiae), alargado (Saccharomyces



pastorianus), limoniforme (Kloeckera apiculata), bacilar (Schizosaccharomyces),
cilindrico (Candida mycoderma) y redondeado (Torulopsis) (Togores, 2010).

Togores 2010, describié los principales géneros de levaduras que se encuentran
presentes en el mosto:

Género Candida

Las células tienen varias estructuras, principalmente presentan formas
cilindricas ovoidales o alargadas (Figura 3).

Las levaduras de este género son las responsables de la enfermedad
conocida como «flor de los vinos», éstas desarrollan un velo en la superficie en
contacto con el aire, produciéndose una degradacion de los acidos fijos del
vino, formandose &acido acético y acetaldehido de caracteristico olor
almendrado. Un factor limitante para su crecimiento es el contenido en alcohol
etilico, siendo 15% v/v el valor maximo tolerable y también necesitan la
presencia de aire.

Figura 3: Microfotografia de Candida vini. Fuente: https://wineserver.ucdavis.edu.

Género Hanseniaspora

Son células de forma alimonada o apiculada que se multiplican por
gemacion bipolar (Figura 4).
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Figura 4: Microfotografia de Hanseniaspora uvarum. Fuente: https://wineserver.ucdavis.edu.

Son las primeras que aparecen en la uva cuando envera. Al madurar,
esta levadura coloniza la baya, es por esto que es conocida como «salvaje».
Poseen un débil poder fermentativo, iniciando por lo tanto el proceso de la
fermentacion alcohdlica.



Son levaduras capaces de desdoblar azicares hasta 4 a 6% vol. de
alcohol, y con un rendimiento azlcar/alcohol bastante bajo. Producen grandes
cantidades de acidez volatil y acetato de etilo, razén por la cual su presencia en
las fermentaciones no es deseada. Puede ser facilmente eliminada del medio
fermentativo, mediante sulfitados moderados ya que tienen poca resistencia al
mismao.

En algunas bodegas no se busca eliminarla porque consideran que su
presencia aumenta la complejidad aromatica de los vinos, por la formacion de
ésteres de caracter aromatico y afrutado.

Género Hansenula

La especie méas conocida es Hansenula anomala, presenta forma oval o
globosa (Figura 5). Poseen un débil poder fermentativo hasta 4-5 % v/v. Suele
desarrollarse sobre la capa superior del sombrero durante la fermentaciéon de
tintos, en la superficie del vino o en las paredes de los recipientes que lo
contienen, produciendo cantidades importantes de acetato de etilo y algo de
acido acético.
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Figura 5: Microfotografia de Hansenula anomala. Fuente: https://wineserver.ucdavis.edu.

Género Kluyveromyces

Esta levadura presenta formas variadas y se multiplican por gemacion
(Figura 6). La especie mas comun es Kluyveromyces thermotolerans, que son
células redondeadas aisladas o agrupadas por pares.

Son de lenta multiplicacién y bajo poder fermentativo, por lo que no
suelen encontrarse en fermentaciones espontaneas. Como ventaja forma
grandes cantidades de acido lactico, alrededor de 1,5 a 1,8 g/L y pequefias
cantidades de &acido acético.



Figura 6: Microfotografia de Kluyveromyces thermotolerans.
Fuente: https://wineserver.ucdavis.edu.
Género Saccharomyces

Estas levaduras son las principales responsables de la fermentacion
alcohdlica de los mostos, incluyendo especies como Saccharomyces
cereviasiae con elevado poder fermentativo, vigorosas y resistentes al etanol y
diéxido de azufre. Las células tienen formas variadas: ovaladas, redondas y
alargadas, tal como se observan en la Figura 7. Se multiplican por gemacion
multiple.

Son capaces de fermentar casi todos los azucares, excepto los de cinco
atomos de carbono. Estas producen una enzima de tipo invertasa la cual es
capaz de desdoblar la sacarosa en glucosa y fructosa aproximadamente en
partes iguales.

Dentro de este grupo existen otras especies como: S. bailii, S. bayanus,
S. oviformis, S. uvarum.

A

Figura 7: Saccharomyces cerevisie visto con microscopia de contraste de fase a un aumento

de 1000x. Fuente: Fugelsang, 2007.

Género Saccharomycodes

La Unica especie de este género es Saccharomycodes ludwigii,
presenta células apiculadas de gran tamafio (Figura 8), algunas alargadas por
los extremos. Se suelen encontrar en mostos o vinos fuertemente sulfitados,
debido a que poseen una gran resistencia a este antiséptico, y producen en
algunas ocasiones refermentaciones sobre los azucares residuales. Cuando el



nivel de anhidrido sulfuroso desciende, entonces la refermentacion se produce
con las levaduras dispersas en el medio. También son levaduras «acetdégenas»
capaces de producir cantidades notables de acetato de etilo. Como producto de
su accidn se obtienen vinos agrios y de olor desagradable, estando por lo tanto
consideradas como levaduras patégenas indeseables.

Figura 8: Microfotografia de Saccharomycodes exiguous. Fuente:
https://wineserver.ucdavis.edu.

Género Zygosaccharomyces

Células esféricas, elipsoidales o alargadas (Figura 9). Se reproducen
por gemacion multilateral. Son levaduras osmotolerantes, con una buena
actividad fermentativa, degradan preferentemente fructosa antes que glucosa.
Las especies mas extendidas son Z. bailii, antes denominada Saccharomyces
bailli, y Z. fermentati.
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Figura 9: Microfotografia de Zygosaccharomyces rouxii. Fuente: Escott et al., 2018.

Género Brettanomyces

Son levaduras de multiplicacion muy lenta en el mosto. Células de
forma esferoidal ligeramente alargada, frecuentemente ojival, presentandose
aisladas o por parejas e incluso en cadenas de hasta cuatro o cinco unidades
(Figura 10). Pueden formar velos en la superficie de los vinos afiejados en
barricas de madera.

Enologicamente estas levaduras son indeseables, por lo que son
consideradas como causantes de alteraciones. Por una parte, se percibe un
aroma ligeramente afrutado a manzana, con marcados matices a acetato de
etilo, y por otra parte aparece un caracteristico olor defectuoso a «sudor de

10



caballo» o de tipo animal. Este olor se debe a una transformacién de los &cidos
cinamicos del vino, de caracter inodoro, en otras sustancias conocidas como
etilfenoles. Esta alteracion puede producirse en el seno del vino, pero
generalmente se produce en vinos mal conservados, donde se desarrolla en su
superficie un velo de Brettanomyces, y especialmente en la crianza de vinos en
barrica. La forma esporégena de las Brettanomyces recibe el nombre de
Dekkera. (Togores, 2010).

Figura 10: Fotografias al microscopio de diferentes morfologias de Brettanomyces
bruxellensis. Fuente: ACE Revista de Enologia www.acenologia.com.

1.3.2 Deterioro microbiano

A lo largo de todo el proceso de elaboracion del vino pueden encontrarse varios
géneros y especies de microorganismos. Por ejemplo: Candida, Saccharomyces,
Brettanomyces, Pediococcus entre otros (Fugelsang, 2007).

Las levaduras contaminantes mas comunes en las uvas y los jugos de uva antes de la
fermentacion incluyen los géneros Candida, Cryptococcus, Hansenula,
Kloeckera/Hanseniaspora, Metschnikowia, Pichia y Rhodotorula (Fleet et al., 2002).
Estas levaduras no provocan problemas en los vinos embotellados, pero pueden ser
motivo de preocupacion en las primeras etapas de la produccién de vino. Las
principales medidas a adoptar en la vinificacion para superar los problemas implican la
seleccién de la uva, el aumento del uso de diéxido de azufre y la pronta inoculacién de
iniciadores activos (Barata et al., 2012).

En la maceracién prefermentativa, las levaduras formadoras de pelicula (por ejemplo:
Pichia anomala) o las levaduras apiculadas pueden crecer muy rapido. Estas especies
son facilmente controladas por medidas de vinificaciébn adecuadas (baja temperatura,
anhidrido sulfuroso, higiene). En principio, estas especies se inhiben durante la
fermentacién, pero incluso durante un breve periodo, debido a su rapido crecimiento,
pueden producir cantidades no deseadas de metabolitos como acetato de etilo (olor a
vinagre) o acetaldehido (olor oxidado) (Romano, 2005), que pueden estropear
irremediablemente el vino.

Luego, la vinificaciobn implica un desarrollo secuencial de microorganismos,
comenzando con las levaduras no-Saccharomyces, seguidas de Saccharomyces, que
normalmente completan la fermentacion (Fugelsang, 2007). Completada la
fermentaciéon primaria, continta la fermentacién malolactica inducida por Oenococcus
y otras bacterias lacticas.
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Uno de los ultimos pasos de elaboracion de vino es la crianza; la distribucién de
especies de levaduras incluye Dekkera/Brettanomyces, levaduras formadoras de film,
Saccharomycodes, Zygosaccharomyces, las cuales pueden resultar en un serio
deterioro del vino (Fugelsang, 2007).

La fase donde se produzca el deterioro depende de varios factores, tales como:
microorganismos presentes, condiciones de la materia prima, dafios fisicos causados
por pajaros o cosechadoras, uso de fungicidas, grado de madurez. También influye el
entorno quimico y fisico de la bodega, por ejemplo: programas de limpieza,
saneamiento del establecimiento, mantenimiento y limpieza de la maquinaria y
mangueras, etc (Saavedra et al., 2005).

1.4 Levadura Brettanomyces

1.4.1 Taxonomia

El origen de la levadura Brettanomyces se remota a Gran Bretafia, donde fue aislada
por primera vez por Claussen en 1904. Aunque Claussen llam6 a su aislado
"Brettanomyces" (basado en Brettano, cervecero britanico y Myces que significa,
hongo), lo clasificé inicialmente como una especie de Torula (Steensels et. al, 2015).
Sin embargo, en 1921, Kufferath y Van Laer aislaron una cepa de levadura de las
cervezas lambic belgas con las mismas caracteristicas descritas por Claussen y la
clasificaron como Brettanomyces bruxellensis. La primera investigacion sistematica de
las levaduras Brettanomyces fue realizada y comunicada por Mathieu Custers en
1940, quien caracterizdé 17 cepas diferentes, aisladas de cervezas inglesas y belgas
(Steensels et. al, 2015).

Desde su primera descripcion, la taxonomia de Brettanomyces ha sufrido varias
reclasificaciones a lo largo de los afios. Al comienzo, sélo se basaba en pocos
organismos que se reproducian asexualmente (anamorficos). Pero en 1960, se
observé la formacion de ascosporas en algunas cepas y se introdujo el género
Dekkera haciendo referencia a su ciclo teleomorfo (sexual) (Custers, 1940).

En las clasificaciones actuales, las levaduras pertenecientes al género Brettanomyces
no forman esporas (anamorfos), mientras que el nombre del género Dekkera describe
las variantes formadoras de esporas (teleomorfo) de la levadura. Sin embargo,
actualmente se utilizan a menudo como sinénimos (Oelofse et al., 2008).

En la actualidad, se describen cinco especies, basadas en el analisis molecular de los
géneros: los anamorfos B. bruxellensis, B. anomalus, B. custersianus B. naardenensis,
y Brettanomyces nanus, con teleomorfos existentes para las dos primeras especies, D.
bruxellensis y Dekkera anomala (Portugal, 2012).

1.4.2 Procedencia de las poblaciones de Brettanomyces

Brettanomyces es un microorganismo que se encuentra en varios sustratos como
suelo, cortezas de arboles y sustratos azucarados (frutos, miel). Su deteccién en uvas



y mostos es poco frecuente debido sobre todo a la gran competencia existente con
otros microorganismos mucho mas activos (Lopez-Cordon, 2009). No obstante, se han
detectado contaminaciones severas en vifiedos y bodegas. Principalmente se suele
aislar de materiales de bodega, mangueras, depodsitos, suelos, lugares donde la
higiene es deficiente. Pero donde es méas habitual su presencia es en las barricas de
madera (Malfeito-Ferreira, 2018).

Esta levadura comienza a desarrollarse después de la fermentacién alcohdlica.
Aproximadamente entre 0-3% del total de levaduras presentes en la uva, pertenecen a
Brettanomyces que proceden del vifiedo (Chatonnet et.al, 2013). Estas durante la
fermentacion alcohélica no tienen la oportunidad de multiplicarse debido a su escasa
competitividad respecto a Saccharomyces cerevisiae por lo que inician su desarrollo
en un vino poco o nada protegido (ausencia de sulfuroso) (Lépez-Cordon, 2009).

Durante la crianza de los vinos en barricas de madera las poblaciones aumentan de
manera lenta, pero sin competencia. Aqui se originan los principales riesgos. Es
destacable sefalar que no hace falta un gran nimero de células para desarrollar la
alteracion, y que por encima de 1000 células/mL la calidad organoléptica del vino esta
seriamente comprometida (Gonzalez y Navascués, 2006).

1.4.3 Condiciones 6ptimas de crecimiento

Lopez-Cordon (2009), describid las condiciones necesarias para que Brettanomyces
crezcay se desarrolle:

A) Nutrientes: Como fuente de carbono Brettanomyces utiliza
azUcares residuales presentes en el vino luego de la fermentacion alcoholica.
Para el desarrollo de una poblacion alterante, 300 mg/L son suficientes.

Es frecuente el desarrollo de Brettanomyces en vinos de elevada
graduacién alcohdlica ya que estos proceden de uvas muy maduras, las cuales
presentan mayor cantidad de azucares residuales (en menor medida glucosa y
fructosa, y en mayor cantidad pentosas residuales). La trehalosa, azUcar
procedente de la autdlisis de levaduras, constituye una fuente de carbono
importante en los vinos con crianza sobre lias.

La cantidad de azlcares asimilables liberados por la madera de
barricas nuevas para Brettanomyces es pequefia comparada con la que existe
ya de forma natural en los vinos. Las barricas viejas siguen siendo una fuente
mucho mas importante de contaminacién que las nuevas, ya que contienen
potencialmente el in6culo y, ademas, pueden contener ya etilfenoles en su
masa porosa.

Brettanomyces presenta una fuerte actividad glicosidasa, capaz de
liberar la glucosa ligada a los antocianos. Mediante varias actividades
celuloliticas, degradan la celobiosa de la madera de las barricas y la propia
reduccion de los vinilfenoles en etilfenoles supone un mecanismo de obtencion
de energia.
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En cuanto a compuestos nitrogenados, Brettanomyces presenta
requerimientos escasos, aunque la presencia de aminoacidos y sales
amoniacales estimula la proliferacién celular. De aqui que se aconseje la
nutricion adecuada en fermentacion alcohdlica pero nunca en exceso, sobre
todo de sales de amonio.

B) Tiempo: Brettanomyces se caracteriza por poseer un
metabolismo lento, por lo que el factor tiempo es requisito fundamental para el
desarrollo de poblaciones alterantes. Es por esto, que el lugar propicio de
crecimiento son las barricas donde el vino es afiejado por un periodo
prolongado. Efectivamente, la reutilizacién de las mismas contribuye en gran
medida a acentuar el problema, ya que buena parte de las células de
Brettanomyces permanecen en la madera después del trasiego, resisten al
proceso de limpieza, y el vino nuevo con el que se rellena la barrica supone
una renovacion del sustrato, sobre el que se desarrollara una poblacion mas
importante.

C) Temperatura: El crecimiento de Brettanomyces se ve favorecido
con la temperatura, como la mayoria de los microorganismos. Por otro lado,
presenta actividad a bajas temperaturas y tan solo por debajo de 8°C se inhibe
Su crecimiento.

D) Presencia/ausencia de oxigeno: Dicha levadura puede
desarrollarse en anaerobiosis estricta pero ademas la presencia de oxigeno
favorece su crecimiento y la sintesis de acidez volatil.

Todas estas condiciones de crecimiento se resumen en la Figura 11.

-S5O, molecular > 0.5 mg/L S0, molecular < 04 mg/L
-Etanol > 14 % vol -Etanol < 14 % vol
J2c139% TJ2>18¢C

-Condiciones reductoras -Alreacion

-Azucares residuales, celobiosa
Barricas viejas (>3 usos)

Figura 11: Condiciones enoldgicas evitan el crecimiento (verde). En rojo condiciones que
favorecen el desarrollo de Brettanomyces en barrica. Fuente: ACE Revista de Enologia
www.acenologia.com.

Luego de describir las condiciones necesarias para el desarrollo de
Brettanomyces, Lopez-Corddn (2009) concluyé que:



o Los vinos procedentes de uvas en el punto correcto de maduracion fendlica,
con elevado grado alcohdlico y por lo tanto mayor proporcion de azucares
residuales, suponen un aumento del sustrato disponible para la levadura
Brettanomyces.

o Las maceraciones prefermentativas en frio, proporcionan tiempo y sustrato
para el desarrollo de las poblaciones procedentes de la uva.

o La crianza sobre lias enriquece el medio en factores nutritivos (trehalosa y
sustancias nitrogenadas) y la autdlisis de las levaduras.

o ElI empleo, cada vez mas habitual, de la microoxigenacion favorece el
desarrollo del microorganismo, tanto de manera directa, al implicar una mayor
presencia de oxigeno, como indirecta, favoreciendo la combinacion del
sulfuroso libre o implicando un retraso en el inicio de la fermentacion
maloléctica (Arvik y Henick-Kling, 2002).

o La crianza en madera, ademas de sustrato, supone la permanencia del vino en
su contacto, aportando el tiempo imprescindible para su desarrollo.

o Latendencia hacia la reduccién de las dosis de sulfuroso en la elaboracién, es
uno de los factores que mas ha contribuido a la extensién del problema.
Precisamente, el sulfuroso es un instrumento eficaz y permitido para el control
de Brettanomyces.

o Por dltimo, la salida al mercado de vinos sin clarificar, sin estabilizar y por
supuesto sin filtrar, hace que posible la presencia del microorganismo al final
del proceso y la formacion de etilfenoles en la propia botella. (Lépez-Cordén,
2009)

Otra condicién importante descripta por Loureiro & Malfeito-Ferreira 2006, es que
Brettanomyces tiene mayor incidencia en los vinos tintos que en los vinos blancos. La
pérdida de viabilidad en los vinos blancos se debe en gran medida a la eficacia del
diéxido de azufre a bajo pH. Los vinos blancos no presentan el caracter aromético de
Brettanomyces debido a la ausencia de compuestos precursores (Chatonnet et al.,
1992).

1.4.4 Alteraciones en el vino

La fermentacion tanto alcoholica como malolactica en la elaboracion del vino es el
resultado de una compleja interaccion biolégica y bioguimica entre levaduras,
bacterias (lacticas y acéticas) y hongos filamentosos presentes en las bayas, los
mostos de uva y el vino en distintas fases (Barata et. al, 2012).

La composicién organoléptica del vino esta directamente determinada por la variedad
de la uva y de los microorganismos que pueden afectarlo mediante la producciéon y
excrecion de metabolitos durante el crecimiento y a través de la autdlisis de los
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mismos (Fleet y Heard,1993). La participacion de los microorganismos en el vino debe
ser controlada para evitar cualquier impacto negativo en la calidad organoléptica del
producto final.

En algunos casos, el crecimiento de ciertas levaduras como especies de
Brettanomyces puede provocar defectos en el vino y el consiguiente deterioro del
mismo. Dependiendo de las condiciones y de los precursores disponibles (acidos
hidroxicindmicos, también llamados acidos fendlicos), este género de levadura puede
producir “fenoles volatiles” cuando crece y/o envejece en el vino (Godoy et. al, 2008).
Estos compuestos son 4-etilfenol, 4-etilguayacol (Figura 12). Dependiendo de su
concentracion, pueden considerarse componentes normales o como causantes del
deterioro de la calidad del vino (Caboni et al., 2007).

OH OH
OCHj,
™
(l:H2 C|3H2
CH, CHs
4-etilguayacol 4-etilfenol

Figura 12: Fenoles voléatiles producidos por Brettanomyces. Fuente: Chatonnet et. al, 1992.

En niveles bajos, sensorialmente, se acepta la presencia de estos productos, que
pueden dar un cardcter distintivo de envejecimiento en vinos tintos jévenes. Contribuye
favorablemente a la complejidad del aroma al aportar notas de especias, humo, cuero
y atributos sensoriales de amargura y astringencia (L6pez-Cordén, 2009).

Lopez-Cordon (2009) afirma que cuando los niveles de los fenoles volatiles de bajo
peso molecular superan el umbral de percepcién (0,18 mg/L para el 4-etilguayacol y
0,44 mg/L para el 4-etilfenol), Brettanomyces puede inducir potencialmente el deterioro
relacionado con olores medicinales o de corral. Ademas, Brettanomyces es
responsable de los olores fendlicos tipico olor a ratén, sudor de caballo o rancio;
resultado de las tetrahidropiridinas (2-etiltetrahidropiridina, 2-acetiltetrahidropiridina y
2-acetilpirrolina) sintetizadas por Brettanomyces bruxellensis a partir de lisina y etanol.
También, la expresion de actividad B-glucosidasa libera antocianidinas, deglucosilando
los antocianos, y afecta de forma notable a la estabilidad de color (Figura 13).
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Figura 13: Defectos sensoriales producidos por Brettanomyces. Fuente: Lépez-Cordon, 2007

Entre todos los fenoles volatiles que el género Brettanomyces puede producir, la
formacion de 4-vinilfenol y 4-etilfenol del acido p-cumarico es sin duda la reaccién mas
predominante en términos de cantidad y frecuencia (L6pez-Cordon, 2009).

En las primeras etapas de elaboracion del vino con las practicas de maceracion,
pectoliticas y preparaciones enzimaticas que contengan cinamil estereasa se
promueve la formacion de acido hidroxicinamico. Este 4cido es el precursor del sabor
desagradable fendlico sintetizado por Brettanomyces (Comitini et al., 2019).

En los siguientes pasos de la elaboracion de vino tinto, el manejo adecuado de la
fermentacién alcohélica y malolatica es critico. Fermentaciones atascadas o lentas, pH
por encima de 3,60, altas temperaturas, técnicas de microoxigenacion, tratamiento con
sulfito ineficiente durante el envejecimiento, permiten el desarrollo de Brettanomyces
(Barrado & Lepe, 2020).

Brettanomyces es capaz de formar 4-etilfenol y 4-etilguayacol a partir de acidos p-
cumarico y ferulico de la uva gracias a la accion secuencial de una cinnamato
descarboxilasa que conduce a los vinilfenoles correspondientes y de una vinilfenol
reductasa que reduce a continuacién la unidon vinilica obteniendo finalmente los
fenoles, reaccion que se observa en la Figura 14 (Flanzy, 2000).
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OH OH OH
CO,
R A R R
reduccién oxidacion
ﬁH ﬁH + CO - enzima C|:H2
A
c|H CH, CHj
COOH
cinamato decarboxilasa vinilfenol reductasa

R=H : acido p-cumarico R= H : 4-vinilfenol R= H : 4-etilfenol
R= OCHj :4cido ferilico R= OCHj : 4-vinilguaiacol R= OCHj : 4-etilguaiacol

Figura 14: Sintesis de fenoles. Fuente: Chatonnet et. al, 1992.

Durante la fermentacion alcohdlica, Brettanomyces compite con distintos
microorganismos tipicos del proceso. Saccharomyces cerevisiae es el responsable del
proceso de fermentacion es por eso que, Brettanomyces tiene pocas posibilidades de
imponerse (Portugal, 2012).

Al finalizar el proceso de fermentacion, las condiciones benefician el crecimiento de
Brettanomyces sobre otros microorganismos (Barrado & Lepe, 2020). Los altos niveles
de etanol y los bajos niveles de azucar, pH y oxigenacion hacen que otras células de
levadura, como Saccharomyces cerevisiae, sufran autdlisis. Sin embargo,
Brettanomyces tiene una resistencia excepcional a las condiciones alcohélicas en un
entorno de nutrientes minimos y unas caracteristicas de crecimiento lento. Ademas,
cuando el vino se almacena para su envejecimiento en barricas de madera, la
microestructura porosa de las barricas de roble permite la entrada de oxigeno, lo que
favorece el crecimiento de Brettanomyces (Tubia, 2018).

1.5 Tratamientos desodorizantes

En el Tratado de Enologia de Togores 2010, se nombran algunos de los métodos que
se utilizan para eliminar o reducir aromas indeseados en la industria vitivinicola:

Los olores anormales en los vinos pueden ser eliminados total o parcialmente
mediante diversos tratamientos. EI método mas difundido es el carbon, aunque
no es el Unico. También se pueden utilizar otras sustancias como el trigo o la
cebada tostada, la harina de mostaza, los aceites, la leche, etc.

Los aceites actian como desodorante por extraccidon de las sustancias
liposolubles, siendo necesario realizar una emulsién enérgica en el vino,
esperando que por diferencia de densidad el aceite suba a la superficie del
vino, donde se debe separar con cuidado para que no queden restos en el
mismo. Una posterior filtracion realizada sobre celulosa a baja presién permite

18



eliminar los restos de aceite que pudiera contener el vino tratado. Se pueden
utilizar aceites vegetales totalmente neutros y refinados, aunque posiblemente
el aceite de parafina es el mas adecuado, pudiendo aplicarse dosis del orden
de 10 a 50 mL/hL. Los aceites también se pueden utilizar afiadidos sobre la
superficie del vino, en una capa de pequefio espesor, para impedir su oxidacion
al evitar el contacto con el oxigeno del aire.

La leche entera es también otro producto desodorante eficaz,
especialmente cuando se trata de olores a humedad procedentes de una
vendimia podrida, actuando por la materia grasa que contiene, ademas de
coagular y sedimentar bajo la acidez de los vinos. Las dosis oscilan entre los
200 a 500 mL/hL.

La eliminacién de los olores azufrados o de reduccion por la acciéon de
las levaduras, donde entre ellos destacan los del sulfuro de hidrégeno (SH>)
olor caracteristico a huevos podridos, no presenta dificultad alguna, pues a
veces es suficiente con una aireacion del vino para eliminarlo, o bien mediante
un simple tratamiento con sulfato de cobre. Sin embargo, cuando los olores a
reduccion proceden de los mercaptanos o tioles, también de olores
nauseabundos, entonces el tratamiento es mucho mas dificil y a veces
imposible de eliminar del todo. Con este motivo siempre se recomienda realizar
un tratamiento tan pronto aparezca en el vino un olor a sulfuro de hidrégeno, y
antes de que esta sustancia se combine con otras formando compuestos mas
estables. (Togores, 2010, pp 1475-1476)

1.5.1 Tratamiento para 4-etilfenol y 4-etilguayacol

Los compuestos fendlicos del vino se dividen generalmente en dos grupos, flavonoides
y no flavonoides, en funcion de su esqueleto de carbono. Los flavonoides incluyen
antocianinas, monémeros y polimeros de flavan-3-ol y polimeros, flavonoles y
dihidroflavonoles (Jin et. al, 2009). La estructura quimica de los compuestos
flavonoides estd basada en 15 atomos de carbono, incluyendo dos anillos de benceno
unidos por una cadena lineal de tres carbonos, mientras que estructura de los no
flavonoides presenta un anillo aromatico primario unido a uno o tres carbonos (Karak,
2019).

La mayoria de los no flavonoides que se encuentran en las uvas son acidos
hidroxicinamicos, acidos hidroxibenzoicos (acido galico, producto de la hidrdlisis de los
taninos de la uva o del roble), estilbenos (resveratrol) y alcoholes fenélicos (Castillo-
Sanchez et. al, 2008).

Esta clasificacion de fenoles no-flavonoides y flavonoides se observa en la Figura 15:
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Figura 15: Polifenoles presentes en el vino. Fuente: Catania & Avagnina, 2007.

Los diferentes compuestos presentes en el vino son principalmente derivados de los
acidos hidroxicindmicos, como el acido cafeico, el acido p-cumarico, el acido ferdlico y
el acido sinaptico (Figura 16) (Rentzsch, Wilkens & Winterhalter, 2009).
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Figura 16: Principales acidos hidroxicinAmicos. Fuente: Diaz Garcia, 2012.

1.5.1.1 Lias de levaduras

Las lias son uno de los subproductos mas importantes de las bodegas. Se definen
como el residuo que se forma en el fondo de los recipientes que contienen vino tras la
fermentacién, durante el almacenamiento o después de diversos tratamientos como
filtracién o centrifugacién (Pérez-Serradilla & De Castro, 2008).

Las lias del vino estdn compuestas principalmente por microorganismos (levaduras
muertas), acido tartarico, materia inorganica y compuestos fendlicos. La literatura
también ha informado de la presencia de antocianinas y otros compuestos fendlicos
como constituyentes (Morata et al., 2003).

Se utilizan en el vino y participan activamente en la adsorcion de compuestos
fendlicos. Se produce una interaccién entre los polifenoles del vino y las proteinas
mediante enlaces de Van der Waals. Aungque esta interaccion es limitada, tiene un
efecto pronunciado en la composicion fendlica del vino. Existe una correlacion entre la
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adsorcion de polifenoles y la presencia de levaduras vivas o muertas en el vino (Kheir,
2013).

La extraccion de los fenoles de la uva es un aspecto clave de la elaboracion del vino
tinto. Los compuestos fendlicos se encuentran principalmente en los hollejos y semillas
de las uvas Vitis vinifera. Es por esto, que durante la elaboracién de vino tinto se deja
el liquido parcialmente fermentado en los hollejos para extraer mas taninos, color y
sabor (Arkell y George 2003). Sin la maceracion, el vino elaborado con uvas de piel
oscura es simplemente rosado (Robinson & Harding 1999). El proceso combinado de
fermentacién y maceracion puede durar entre 24 horas y 3 semanas, dependiendo del
color del producto final necesario. La agitacion del mosto antes, durante y después de
la fermentacion primaria, se sabe que aumenta la extraccion de fenoles (Ough y
Amerine 1961).

Los compuestos fendlicos se transfieren de la uva al vino durante la maceracion, pero
una elevada proporcién de estos compuestos permanece en los subproductos de la
vinificacién, como las lias. Las lias del vino contienen compuestos fendlicos debido a
la capacidad de adsorcion de la pared celular de la levadura (Morata et al., 2005). El
perfil fendlico en las lias depende del tipo de uva triturada y de otros factores
presentes durante la vinificacion (Mena et al., 2014).

El mecanismo de adsorcion depende del tipo y cantidad de los diferentes compuestos
fendlicos, asi como de otras variables, como la variedad de uva, el grado de madurez
de las bayas, el método de maceracion y la temperatura de fermentacion (Ye,
Harrison, Cheng, & Bekhit, 2015).

La pared celular de Saccharomyces cerevisiae representa 15-30% del peso seco de la
célula, dependiendo de las condiciones de crecimiento (Dimopoulou, Lonvaud-Funel &
Dols-Lafargue, 2017), y esta formada por capas de polisacaridos diferentes e
interconectadas. La capa exterior esta formada por manoproteinas, conectadas a una
matriz de B-1,3 glucano amorfo, mientras que la capa interna esta formada por B-1,3
glucano fibroso, sobre una pequefa cantidad de quitina (Figura 17) (Lipke & Ovalle,
1998).
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Membrana Celular

Figura 17: Organizacién de la pared celular de Saccharomyces cerevisie. Fuente: De Iseppi et.
al, 2020.
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En la industria vitivinicola los residuos generados son principalmente de caracter
organico, originando orujo de uva en un 63%, lias en un 13% (residuos soélidos,
principalmente desechos de levaduras), tallos o raquis en un 12% y lodos desecados
en un 12%. De estos, solo los dos primeros son usualmente utilizados en otros
procesos (orujo de uva y lias), mientras que el resto de los desechos organicos son
tradicionalmente incinerados o desechado en terrenos (Burg et al., 2014).

Actualmente la mayoria de las bodegas destinan las lias de vinificacion a obtener
alcohol por destilacion (Dimou et al., 2016) y &cido tartarico salificado por
cristalizacion. No obstante, hay otras que acumulan lias junto con otros subproductos
vitivinicolas para la realizacién de compost (Braga et al., 2002).

1.5.1.2 Polivinilpolipirrolidona (PVPP)

El PVPP, es un clarificante sintético ampliamente usado en la industria vitivinicola para
disminuir el contenido de taninos y otros polifenoles y asi lograr combatir la tendencia
al pardeamiento, reducir la astringencia y corregir el color.

Este clarificante mejora la estabilidad de los vinos eliminando los compuestos fendélicos
susceptibles de oxidarse y polimerizarse, que comprometen en el tiempo el color, la
limpidez y las cualidades organolépticas de los vinos (Jiménez Martinez, 2018).

El PVPP se obtiene a partir de la polimerizacion de la vinilpirrolidona. El producto que
deriva estd formado por macromoléculas organizadas en red (Figura 18). El modo de
accién de este compuesto es por adsorcion (Ribéreau-Gayon et. al, 2021).
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Figura 18: Estructura de la polivinilpolipirrolidona (PVPP). Fuente: Togores, 2010.

El PVPP adsorbe selectivamente los compuestos fendlicos por formacion de puentes
de hidrégeno entre el grupo hidroxil fendlico y el enlace amida de la PVPP (Figura 19)
(Mierczynska-Vasilev & Smith, 2015). De esta forma, arrastra consigo los compuestos
fendlicos que a él se enlacen, eliminandolos del medio. Dentro del grupo de
polifenoles, el PVPP adsorbe preferentemente aquellos que poseen un mayor grado
de hidroxilacion (taninos fundamentalmente) (Togores, 2010).
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Figura 19: Mecanismo de fijacion de los polifenoles por el PVPP. Fuente: Molina, 2000.

Segun el grado de polimerizacion, el PVPP adsorbe selectivamente, de forma
decreciente: compuestos antocianégenos >> catequinas >> flavonoles >> acidos
fenodlicos @,

El PVPP presenta gran afinidad por los polifenoles, de forma que, debido a su
particular insolubilidad en medio hidroalcohdlico, esta especialmente adaptado para
eliminar los compuestos fendélicos del medio (Togores, 2010).

Su selectividad y afinidad puede ser complementaria de tratamientos con caseina o
bentonita, pero no puede ser reemplazada por estos dos productos
(Mierczynska-Vasilev & Smith, 2015).

Los compuestos fenolicos del vino forman habitualmente complejos solubles con las
proteinas, siendo frecuente constatar una disminucién en valor de proteinas después
de un tratamiento con PVPP (Laborde et. al, 2006).

! Bibliografia: Ficha técnica de POLYEX PVPP. Proveedor: OenOfFrance
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2. Hipotesis y objetivos

2.1 Hipotesis

A partir de una revisién bibliografica se podran hallar insumos de bajo costo y practicos
para disminuir la concentracibn de etilfenoles provocados por la levadura
Brettanomyces spp. en vinos tintos terminados.

2.2 Objetivos generales y particulares

Objetivo general
o Proponer insumos que se utilizan habitualmente en bodega, que
permitan disminuir los fenoles volatiles como 4-etilfenol y 4-etilguayacol
en vinos tintos, que a la vez de efectivos sean econdmicos y practicos.

Objetivos particulares
o Describir el uso de lias de levaduras provenientes de la fermentacién
alcohdlica para la disminucion de fenoles volatiles presentes en el vino
y causados por la accion de la levadura Brettanomyces.

o Describir el uso de la polivinilpolipirrolidona (PVPP) en la disminucion
de fenoles volatiles presentes en el vino y causados por la accién de la
levadura Brettanomyces spp.
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3. Antecedentes, descripcién de materiales, fuentes y resultados bibliograficos

La produccién de vinos requiere de gran atencién a los posibles ingresos de
sustancias quimicas o agentes microbiolégicos durante la vinificacion y crianza. Como
resultado de estas contaminaciones, puede suceder la presencia de malos olores,
siendo muy negativos para la calidad sensorial del vino. Entre los defectos que pueden
aparecer, se encuentra el provocado por fenoles volatiles, entre ellos el 4-etilfenol y 4-
etilguayacol, los cuales son particularmente perjudiciales. El descriptor asociado con
estos fenoles en el vino se conoce generalmente como aroma a establo, animal
sudado y picante (Lisanti et al., 2017). En los vinos estos descriptores organolépticos
estan asociados a la presencia y desarrollo de levaduras Brettanomyces spp.

Es muy dificil revertir la situacion de un vino en donde se han desarrollado estos
aromas productos de la contaminacion con esta levadura. Se requieren técnicas que
resultan costosas y a la vez disminuyen la calidad global del vino.

En consecuencia, en el presente trabajo se busca aportar conocimientos acerca de
ciertos insumos que resultan econémicos y practicos, para disminuir la presencia de
estos fenoles volatiles presentes en el producto final.

Segun la bibliografia consultada existen dos posibles insumos que podrian aplicarse
para tal fin. Una es el uso o el contacto del vino con las lias de levaduras y el otro es el
uso o aplicacion de PVPP, usados para favorecer la extraccion de taninos y como
clarificante respectivamente. Actilan mediante el fenbmeno de adsorcion y podrian ser
Gtiles para disminuir la presencia de estos aromas desagradables en el vino.

La adsorcién corresponde a la transferencia de una molécula de la fase liquida hacia
la fase sdlida. Este fendbmeno obedece a las leyes de equilibrio entre la concentracion
en fase liquida y la concentracién en fase sélida, sobre la superficie del material
adsorbente (Soto Alvarez, 2015).

Una herramienta econdémica seria el uso de lias de levaduras obtenidas una vez
completada la fermentacion alcohdlica cuando las levaduras comienzan un proceso de
autdlisis por la liberacién de una enzima llamada autolisasa, que causa un efecto de
hidrolisis celular. Las células van decantando al fondo del tanque de fermentacion
donde se depositan. Las paredes celulares de las levaduras tienen la capacidad de
unir diferentes compuestos del vino, por lo que su uso resulta interesante para eliminar
compuestos indeseables presentes en el mosto que afectan la fermentacién alcohélica
0 gque tienen un impacto negativo en la calidad del vino (Jiménez-Moreno & Ancin-
Azpilicueta, 2009).

Es importante tener en cuenta que las paredes de levadura también pueden adsorber
en su superficie compuestos aromaticos deseables. Lubbers (1994) afirma: “Grandes
cantidades de compuestos aromaticos, especialmente los mas hidrofébicos, tales
como alcohol isoamilico, octanal, hexanoato de etilo, octanoato de etilo y 13-ionona,
podrian perderse si los mostos se procesan con grandes cantidades de paredes de
levadura”.

Por otro lado, Lisanti et. al 2017 evaluaron una serie de clarificantes, entre ellos carbén
activado (20 g/hL), zeolita (20 g/hL) y PVPP (80 g/hL), en base a su eficacia en la
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disminucion de la concentracion de 4-etilfenol y 4-etilguayacol, resultando el PVPP
como el més efectivo y concluyendo que el mismo presenta gran afinidad por los
polifenoles.

Existen otras sustancias que también pueden adsorber aromas como son la caseina y
la albdmina, pero estos clarificantes son proteinas declaradas potencialmente
alérgenas. Debido a ello no estarian dentro de las posibilidades de ser elegidas,
ademas de ser compuestos mas costosos (Efsa Panel on Dietetic Products Nutrition
and Allergies, 2011).

Otra técnica muy utilizada en las bodegas es el quitosano de origen flngico.
Taillandier et al. 2015, demostré que el quitosano puede inducir efectos tanto fisicos
como biolégicos en las células de Brettanomyces bruxellensis: fenomenos de
adsorcion debido a interacciones electrostaticas que conducen a la agregacion y
sedimentacién de las células y dafios en la membrana celular que conducen a la fuga
de ATP vy, por lo tanto, a pérdida drastica de viabilidad de las células de
Brettanomyces bruxellensis. Asi, el modo de accién antimicrobiano del quitosano
contra dicha levadura no es un mecanismo simple sino el resultado de varios
mecanismos que conducen a una disminucién neta de la concentracion de células
viables en el medio. Debido a que este compuesto actla directamente sobre el
microorganismo es que no sera considerado en la presente revision.

Tanto las lias de levaduras como el PVPP son insumos enolégicos relativamente
econdmicos y faciles de adquirir, que podrian ser Utiles para recuperar vinos donde
Brettanomyces produjo fenoles volatiles como 4-etilfenol y 4-etilguayacol.

3.1 Lias de levaduras

Chassagne et al. 2005, estudiaron diferentes tipos de lias de levadura para determinar
su capacidad de adsorcion de fenoles volatiles. Los tratamientos que utilizaron fueron:
i. levadura seca activa (LSA), ii. levadura de fermentacion de un vino sintético, iii.
levaduras de una fermentacion convencional de vino blanco variedad Chardonnay
(etanol 12% (v/v), pH 3,05), iv. levaduras de una fermentacién convencional vino tinto
variedad Pinot Noir (etanol 13% (v/v), pH 3,40).

Aquellas lias procedentes de fermentaciones se recuperaron mediante centrifugacion
durante 10 minutos a 10°C, al finalizar la fermentacion alcohdlica.

Para el ensayo se formulé un vino sintético con el fin de tomarlo como modelo y para
aplicar los tratamientos, al cual se le ajusté el pH a 3,5 con hidréxido de sodio 5M. A
este mismo vino se le afadieron 4-etilfenol y 4-etilguayacol en concentraciones de
1000 y 500 pg/L, respectivamente. Ademas 15 g/L de lias de levadura. Las muestras
se almacenaron a 15°C en una sala oscura sin agitacion.

La cantidad absorbida de fenoles volatiles se calculé a partir de la diferencia de
concentracion entre las muestras control y los tratamientos. Para cada experimento, el
analisis de fenoles por cromatografia gaseosa (CG) se realizé por duplicado.
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Si bien el ensayo de sorcion se realizé a lo largo de 62 h, en este reporte se demostré
gue en el vino sintético modelo, durante las 2 primeras horas se adsorbieron la mayor
cantidad de fenoles volatiles ya que luego de ese tiempo no observaron pérdidas
significativas.

En la tabla 1, se pueden observar los valores del coeficiente de particion (Kmasa) @
tanto para 4-etilfenol como para 4-etilguayacol, entre la solucion modelo y la levadura.

Tabla 1: Coeficiente de particion de 4-etilfenol y 4-etilguayacol para concentraciones volatiles
de 1000 pg/L y 500 pg/L, respectivamente, en vino sintético modelo (Chassagne et. al, 2005).

. . Coeficiente de particion
Tipo de lias de levadura P

4-etilguayacol 4-etilfenol
Levadura seca activa 27,3+3,5 18,9+4,9
Levadura de fermentacion en medio sintético 27,3%+5,6 32,7+0,5
Lias de levadura de Chardonnay 50,6 + 8,3 45,3+9,6
Lias de levadura de Pinot Noir 87,0 £27 909 + 54

Los resultados revelaron que la capacidad de sorcion de la levadura no se ve
modificada por el proceso de fermentacién. Las lias de levaduras fueron capaces de
disminuir la concentracion de 4-etilguayacol un 26%, mientras que el 4-etilfenol
disminuy6 un 33%.

Finalmente, Chassagne et al. 2005, concluyeron que la adsorcion de solutos se
produce predominantemente por unién superficial entre los fenoles a la levadura y que
los sitios disponibles en el sorbente podrian ser el factor limitante para la sorcion.

Mediante un disefo factorial, demostraron que el estado de autdlisis juega un papel
positivo en el proceso de sorcion, pero el pH (3.00 — 4.00), la temperatura (10 — 15 °C)
y el contenido de etanol (10- 15 % v/v), tienen un efecto negativo cuando sus valores
aumentan, es decir, disminuye el porcentaje de sorciébn cuando estos parametros
aumentan, esto podria deberse a la presencia de enlaces polares ademas de las
interacciones hidrofébicas entre los fenoles volatiles y la superficie de la levadura. El
aumento del pH aumentaria el grado de ionizacion de los grupos negativos presentes
en la biomasa.

El pardmetro fisicoquimico que mas influye de manera negativa en la sorcién es el
contenido de etanol. Este tiende a elevar la solubilidad de los fenoles volatiles en la
fase liquida, lo que podria contribuir a la disminucién de la sorcién por parte de la
levadura.

Finalmente, se concluy6 que las lias de levaduras fueron efectivas en la disminucién 4-
etilfenol y 4-etilguayacol y que el estado de autolisis de la levadura y el bajo contenido
de etanol aumentan el nivel de sorcion de estos fenoles; aportando de esta manera un
enfoque rentable y eficiente para eliminar o disminuir los defectos organolépticos en el
vino.

2 Coeficiente de particidn: relacidn de las concentraciones en equilibrio de una sustancia disuelta en un
sistema bifasico consistente en dos disolventes considerablemente inmiscibles.
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En el aflo 2009, Jiménez-Moreno & Ancin-Azpilicueta, demostraron que es posible
reducir el contenido de 4-etilfenol y 4-etilguayacol de un vino contaminado con
Brettanomyces usando como aditivo enolégico lias de levaduras.

En este estudio también se preparé un vino sintético diluyendo 6 g de acido tartarico y
130 ml de etanol en 1 litro de agua desionizada, ajustando el pH de la solucion a 3.2
con NaOH 3M.

Por un lado, a una alicuota de 100 ml de esta preparacion se le afiadié una mezcla de
4-etilfenol y 4-etilguayacol en una concentracion de 1 mg/L de cada uno de ellos.
Ademas, se le agregaron 5 g/L de lias de levaduras provenientes de Saccharomyces
cerevisiae. EI mismo vino sintético se conservé sin agregado de levadura para ser
tomado como testigo.

También se estudié el comportamiento de adsorcion cuando los compuestos voléatiles
se agregaban por separado, es decir, por un lado 4-etilfenol y por otro, 4-etilguayacol.

Ambas pruebas se llevaron a cabo con y sin condiciones de agitacion, para observar si
la presencia de aire influia en la cantidad adsorbida de fenoles. La temperatura de
incubacion que se utilizé fue de 20°C £ 1°C.

Se midié la concentracion de fenoles volatiles a diferentes tiempos de contacto entre
las lias de levadura y los fenoles. Una vez determinado el tiempo de equilibrio® para el
4-etilfenol y el 4-etilguayacol, se cuantificé mediante cromatografia gaseosa (CG).

El porcentaje de sorcion representa la diferencia entre la concentracién del compuesto
volatil en la muestra control y la concentracion de este compuesto en la muestra con
lias de levadura.

Como resultado de este estudio, se observdé que la union del 4-etilfenol y 4
etilguayacol a las lias de levadura fue muy rapida. Para ambos fenoles volatiles, el
tiempo de equilibrio necesario fue de tres horas, aunque después de las dos primeras
horas apenas se observaron cambios importantes en la concentracion de los
compuestos. Este resultado es similar al de Chassagne et al. 2005, que reporté 2 h
para que se realice la maxima sorcién. Debido al corto tiempo de proceso, se
considera probable que estos compuestos se unieran a la superficie mas externa de
las paredes de la levadura, que estd formada por manoproteinas y estas
macromoléculas serian las principales responsables de la unién de los fenoles
volatiles.

Mas aln, Jiménez-Moreno & Ancin-Azpilicueta 2009, proponen que la unién entre los
fenoles volatiles estudiados y las paredes de las levaduras se produjera a través de
interacciones electrostaticas débiles o a través de puentes de hidrogeno. La sorcién se
produce, principalmente por unién a la superficie de las levaduras y los sitios
disponibles en el sorbente los cuales son el factor limitante para esta accion.

En la Figura 20 se muestran los resultados cuando el experimento se realizd con los
fenoles volatiles por separado, con o sin agitacion.

3 Tiempo de equilibrio: tiempo en horas, donde ya no se observan cambios importantes en la
concentracion de los compuestos.
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La concentracion del 4-etilfenol y 4-etilguayacol disminuyé en las muestras
experimentales (12,1% y 10,1% respectivamente) en comparacion con la muestra
control cuando no se utilizé agitacion.

a)

1100

1000 -+ 2
-
T i
00 -t - -
400 EETett
N [ R CETIEIEIEES,
S SRR
PR CLTRTky
! - o
- R i3
S i
DR 3
600 AR gt
S G
SRR Sete
sl SN ) T
ug/ sin revolver con agitacion
b)
1100
1000 -
=
L
900 -
800
700 -
600 -+
500 -+
ug/l 4 .
sin revolver con agitacion

O control ) Paredes de levadura

Figura 20: Experimentos de sorcion para a) 4-etilfenol y b) 4-etilguayacol individualmente sin
agitacion y con agitacion. Fuente: Jiménez-Moreno & Ancin-Azpilicueta, 2009.

En aquellos tratamientos con agitacion magnética, se observé un aumento en la
sorcidon de ambos compuestos en comparacién con los vinos sin agitacién; la sorcién
fue mas importante en el caso del 4-etilfenol que en el 4-etilguayacol. La concentracion
de 4-etilfenol, tras alcanzar el equilibrio en el experimento con agitacién, disminuy6 en
comparacion con la muestra control (15,1%), y en caso del 4-etilguayacol esta
reducciéon fue menor (12,1%).

En este estudio, también ensayaron la sorcion tanto del 4-etilfenol como del 4-
etilguayacol cuando ambos estaban presentes simultdneamente en la misma muestra,
con y sin agitacion.

Ambos compuestos volatiles se unieron a las lias de levadura, aunque en los dos
casos la sorcién fue menor que la observada en los experimentos realizados con los
compuestos por separado.

En el experimento sin agitacion, las concentraciones de 4-etilfenol y el 4-etilguayacol
disminuyeron (6,3% y 1,6% respectivamente) en comparacion con la muestra control.
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En el experimento con agitacion, ambos compuestos se unieron en mayor medida a
las paredes de la levadura (8% y 4,4% respectivamente) (Figura 21).
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Figura 21: Experimentos de sorcion con 4-etilfenol y 4-etilguayacol conjuntamente a) sin
agitacion y b) con agitacion. Fuente: Jiménez-Moreno & Ancin-Azpilicueta, 2009.

Observaron que la reduccién del 4-etilfenol fue de aproximadamente la mitad que la
obtenida cuando el 4-etilguayacol no estaba presente en la muestra. Sin embargo, la
reduccién de la concentracion de 4-etilguayacol observada cuando el 4-etilfenol estaba
presente en la muestra es mucho menos importante que la obtenida en los
experimentos individuales.

Esto indicaria una mayor afinidad por el 4-etilfenol por parte de las lias de levaduras
en comparacién con el 4-etilguayacol. Ademas, la presencia de 4-etilfenol en el medio
podria dificultar la sorcion del 4-etilguayacol.

Segun este estudio, la union del 4-etilfenol a las paredes de la levadura podria
disminuir el nimero de sitios de sorcién y/o hacerlos mas inaccesibles.

Finalmente, se concluye que las lias de levadura utilizadas en este estudio redujeron
la concentracion de 4-etilfenol y 4-etilguayacol presentes en el vino sintético. La
agitacion favorecio la retencién de estos compuestos a las paredes de la levadura.

La unién de estos fenoles volatiles fue muy rapida, entre 2 y 3 h. Esto indicaria que la
sorcidn de compuestos volatiles a las paredes de la levadura se produce en las capas
externas de este aditivo enoldgico. Ademas, esta sorcion depende de los sitios
disponibles en el sorbente, dado que al parecer el sustrato se satura al afiadir ambos
compuestos al mismo vino sintético.
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En la misma linea del uso de lias de levaduras y su evaluacion frente a otros
productos enoldgicos, los investigadores Barbosa, Hogg & Couto (2012), realizaron
sus aportes, pero en esta oportunidad con vinos naturalmente contaminados con
fenoles volatiles en concentraciones bajas de etilfenoles, pero por encima del umbral
de deteccion.

En este caso se ensayaron varias practicas enologicas, que en funcién del objetivo de
la tesis se hara foco en aquel que considera las paredes de levaduras (Extraferm),
levaduras autolisadas, lias finas de vino 2006 y lias pesadas de vino 2006.

Se entiende como lias pesadas aquellas compuestas por particulas vegetales,
aglomeraciones de cristales tartéricos, levaduras, materia colorante, taninos
precipitados y escamas derivadas de reacciones entre proteinas, polisacaridos y
taninos durante la maceracion. Estas particulas sedimentan dentro de las 24 h. Las
células de levaduras pueden quedar atrapadas en los aglomerados, por lo que se
vuelven menos disponibles para las interacciones de sorcibn con otros compuestos
(Delteil, 2002).

Inicialmente se cuantifico el nivel de contaminacion de 4-etilfenol y 4-etilguayacol
mediante cromatografia de gases-deteccion de ionizacién de llama (GC-FID). El vino
contenia 3413 ug/L de 4-etilfenol y 437 ug/L de 4-etilguayacol.

Cada tratamiento consisti6 en el agregado de: i. paredes de levaduras marca
comercial Extraferm (3 g/L), ii. levaduras autolisadas (3 g/L), iii. lias finas de vino tinto
2006 recogidas después de la fermentacion malolactica, la dosis utilizada fue de 2%
v/v con agitacibn magnética durante 5 minutos, iv. lias pesadas de vino tinto 2006
obtenidas tras la fermentacion alcohdlica al 2% v/v bajo agitaciéon magnética durante 5
minutos.

Cada uno de los tratamientos se realizaron por triplicado en botellas de vidrio oscuro
de 1,5 L, almacenadas a temperatura ambiente.

Ademads del andlisis cuantitativo se evalué sensorialmente los vinos mediante un panel
de 7 jueces entrenados. El efecto de los distintos tratamientos se evalué a través de
pruebas de comparacion multiple. Se pidi6 a los panelistas que puntuaran en una
escala -3 a +3 la intensidad de los fenoles voléatiles en comparacién con el vino de
control (no tratado, puntuacién = 0). Los datos obtenidos se convirtieron a una escala
de 0 a 6, en la que el control recibié la puntuacion fija de 3.

Las muestras de los vinos tratados con lias, tanto finas como pesadas, fueron
significativamente diferentes al control. En cuanto al uso de lias finas 2006, el
resultado estuvo de acuerdo con los analisis quimicos ya que fue donde menor
intensidad fendlica se observd. Todos los catadores notaron un aumento en el caracter
afrutado, quizds debido a la liberacion de compuestos aromaticos. Es importante
sefialar que el vino tratado con lias finas se describi6 como mas fresco y afrutado que
el control.

En la Tabla 2, se muestran los resultados en donde el tratamiento mas eficiente fue el
uso de lias de levaduras finas logrando reducir un 47% la concentracion de 4-etilfenol
y 27% de 4-etilguayacol.
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Tabla 2: Concentracion de 4-etilfenol y 4-etilguayacol (ug/L) en el control y en los vinos tratados
del ensayo 2 (Barbosa, Hogg & Couto, 2012).

4-etilfenol 4-etilguayacol
Media * error % Media * error %
estandar (ug/L) eliminacién estandar (ug/L) eliminacion
Control 3413 + 66 437 + 23
Paredes de levadura 3145 + 213 8 407 + 11 7
(Extraferm)
Levaduras 3441 + 143 0 439 + 14 0
autolisadas
Lias finas de vino
+ +

2006 (2%) 1818 + 192 47 319 + 86 27
Lias gruesas de vino 3145 + 133 8 405 + 30 7

2006 (2%)

Las lias pesadas también redujeron la concentracion de fenoles volatiles, aunque en
menor porcentaje de remocion, lo que, segun Barbosa, Hogg & Couto (2012), puede
estar relacionado con el hecho de que las lias pesadas contienen una menor
proporcion de material de levadura intacto ya que éstas se obtienen inmediatamente
después del final de la fermentacion alcohdlica cuando la mayor parte de las levaduras
todavia estan en suspension. Tanto las lias finas como pesadas presentaron un
impacto positivo significativo frente al control.

En la investigacion realizada por Barrio — Galan et al. 2012, se evalla la interaccion de
compuestos fendlicos y volatiles con lias de levadura, roble sin tostar y diferentes
preparaciones comerciales de derivados de levadura en soluciones de vino modelo.

Para este estudio utilizaron dos soluciones de vino modelo con 13% v/v de etanol y
ajustaron el pH a 3,5 con NaOH. En una de ellas afiadieron nueve compuestos
fendlicos (entre ellas, acido trans-p-cumarico, trans-resveratrol, acido trans-caftarico,
etc). En la otra solucién agregaron diez compuestos volatiles (entre ellos, guayacol, 4-
etilfenol, eugenol, 4-vinilfenol, etc).

Dentro de los compuestos de interés para esta revision bibliografica, nos centramos en
el agregado de 6 mg/L de acido trans-p-cumarico y 0,7 mg/L de 4-etilfenol.

Se evaluaron: i. siete preparaciones comerciales diferentes de derivados de levadura
(0,4 g/L), ii. lias de levaduras de vino blanco (2 g/L), iii. virutas de roble francés sin
tostar (4 g/L). Las botellas se mantuvieron cerradas a 15°C durante 60 dias y se
homogenizaron por agitacién manual dos veces por semana. Los analisis los llevaron
a cabo a los 15, 30 y 60 dias de tratamiento mediante cromatografia de gases-masa
(GC-MS).

Los derivados de levaduras describen en la Tabla 3:

Tabla 3: Caracteristicas de los diferentes derivados de levadura comercial (YD) (Barrio-Galan
et. al, 2012).

Levadura Caracteristicas
YD1 Producto con levadura autolisada enriquecida en polisacéridos
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YD2 Producto con levadura autolisada enriquecida en polisacaridos
y con actividad glucanasa

YD3 Producto con polisacaridos extraidos enzimaticamente de las
paredes de las levaduras seleccionadas

YD4 Producto con levadura que contiene fraccion peptidica

YD5 Producto constituido exclusivamente de polisacaridos de la
pared celular de la levadura

YD6 Producto con paredes celulares de la levadura rico en
manoproteinas y nucleétidos Manoproteinas de peso molecular
medio (150 kDa.)

YD7 Producto con paredes celulares de la levadura rico en

manoproteinas y nucleétidos

Como se observa en la Tabla 4, la concentracion del &cido trans-p-cumarico en el vino
modelo tratado con chips y lias disminuyé con respecto al vino control, especialmente
en los tratados con lias. Esta disminucion se encontr6 después de 15 dias de
tratamiento y se mantuvo hasta el final (60 dias).

Tabla 4: Concentracion (mg/L) de acido trans-p-cumérico en solucién de vino modelo a 15, 30 y
60 dias de tratamiento (Barrio-Galan et. al, 2012).

Dias de tratamiento

15 30 60

(mg/L) acido trans-p-cumarico
Control 5,78 5,83 577
YD1 5,84 5,82 5,79
YD2 5,83 5,84 5,75
YD3 5,82 5,81 5,78
YD4 5,81 574 5,80
YD5 5,80 5,73 5,80
YD6 5,83 5,78 574
YD7 5,81 5,81 5,79
Roble 5,41 5,31 517
Lias 4,87 4,74 5,00

Después de los 30 dias de tratamiento, todos los vinos suplementados con productos
derivados de levaduras comerciales presentaron concentraciones de 4-etilfenol
inferiores a las del vino control (Tabla 5).

Barrio-Galan et al. 2012, observaron que después de 60 dias de tratamiento, el efecto
de unién desaparecio a excepcion del YD7.

Tabla 5: Concentracion (mg/L) de 4-etilfenol en solucién de vino modelo a 15, 30 y 60 dias de
tratamiento (Barrio-Galan et. al, 2012)

Dias de tratamiento
15 30 60
(mg/L) 4-etilfenol

Control 0,703 0,694 0,637
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YD1 0,599 0,496 0,627

YD2 0,663 0,607 0,601
YD3 0,689 0,542 0,618
YD4 0,693 0,155 0,663
YD5 0,699 0,587 0,663
YD6 0,714 0,607 0,664
YD7 0,693 0,648 0,680
Roble 0,684 0,618 0,621
Lias 0,664 0,681 0,570

A diferencia de los demas autores, Barrio-Galan et al. 2012, pudieron ver que la
adsorcion de los compuestos fendlicos ocurrié en los primeros 15 dias de tratamiento,
manteniéndose constante por 2 meses; sin embargo, los compuestos volatiles
mostraron una primera retencién, pero luego de 30 a 60 dias, observaron una
liberacién de los compuestos previamente unidos.

3.2 Polivinilpolipirrolidona

Lisanti et al. 2008, estudiaron en comparacioén la adsorcién de fenoles volatiles en vino
blanco y en vino tinto.

Para el caso de vino blanco, adicionaron 250 ug/L de 4-etilguayacol y 2470 ug/L de 4-
etilfenol. Este fue tratado con: i. carbon activado (20 g/hL), ii. bentonita (30 g/hL) v iii.
lias de levadura (40 g/hL). El contacto lo realizaron durante 14 h a 20°C.

Para el vino tinto utilizaron un vino poco contaminado como testigo. Para hacer el
ensayo mas representativo le adicionaron a este mismo vino concentraciones de 125
Mg/l de 4-etilguayacol y 1235 pg/L de 4-etilfenol, para igualar el contenido del vino
blanco. Los dos fueron tratados con: i. carbon activado (20 g/hL), ii. zeolita (20 g/hL) y
ii. PVPP (80 g/hL).

Luego de los tratamientos analizaron fenoles volatiles y polifenoles totales mediante
absorbancias a 280nm y 420nm.

Lisanti et al. 2008 concluyeron que, el PVPP fue efectivo para reducir los fenoles
volatiles s6lo cuando la contaminacién era moderada, es decir en el vino naturalmente
contaminado. El clarificante disminuyd la concentracibn cercana al umbral de
percepcion.

Por otro lado, todos los tratamientos redujeron la densidad 6ptica a 420nm, 520nm y
620nm, asi como el contenido de polifenoles. Donde el PVPP fue el que produjo mayor
disminucion del contenido de polifenoles.

Se debe tener en cuenta que todos los tratamientos aplicados, tanto en vino blanco
como en vino tinto, disminuyeron los niveles de acetato de isoamilo y esteres etilicos,
compuestos fermentativos responsables de los olores afrutados.

Para el uso de PVPP, Lisanti et al. 2017, realizaron otro ensayo donde un vino tinto,
elaborado mediante un proceso de vinificacion convencional, fue tratado con tres
agentes clarificantes diferentes: i. carb6n activado, ii. PVPP y iii. zeolita.
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Antes del tratamiento, el vino fue analizado por cromatografia de gases-espectrometria
de masas en modo de monitorizacion de iones seleccionados (GC-MS) para
determinar la concentracion inicial de 4-etilfenol y 4-etilguayacol. La cromatografia
utilizada consistié en una triple extraccion con n-pentano y posterior determinacion de
los analitos con cromatografia de gases-espectrometria de masas en modalidad de
monitoreo iénico selectivo.

Obtuvieron como resultado del andlisis que el vino presentaba una ligera
contaminacion, con concentraciones de 46 pg/L para el 4-etilguayacol y 539 pg/L para
el 4-etilfenol.

Este vino poco contaminado también fue adicionado con fenoles volatiles para
aumentar la cantidad y permitir la evaluacién de la eficacia de los tratamientos de
clarificacién a niveles mas altos de contaminacion. Finalmente, el vino contenia 126
Mo/L de 4-etilguayacol y 1969 ug/L de 4-etilfenol.

Cada tratamiento se realizd por triplicado en alicuotas de 2L de vino. En este caso,
nos centraremos especificamente en el uso de PVPP.

Segun las indicaciones del fabricante del aditivo enolégico, se afiadi6 PVPP
directamente en el vino, en una dosis de 80 g/hL. El ensayo lo llevaron a cabo en
botellas de vidrio de 2L las cuales se sometieron a agitaciéon magnética (10 minutos) y
luego sedimentacion (14 horas a 20°C). A su vez, reservaron una botella sin
tratamiento para utilizarla como testigo.

Tras la sedimentacién y la filtracion, las réplicas experimentales, es decir el vino
naturalmente contaminado y el adicionado con etilfenoles, se sometieron a analisis
guimicos (GC-MS) y sensoriales.

Se evaluo el efecto de los distintos tratamientos con los correspondientes vinos no
tratados (vino naturalmente contaminado y vino enriquecido) mediante una prueba
triangular, con el fin de evaluar la existencia de diferencias sensoriales perceptibles
tras los tratamientos. El panel estuvo compuesto por 26 jueces, en los cuales 13
jueces recibieron el vino tratado como muestra par y 13 recibieron el vino control como
muestra impar. El orden de presentacién de cada conjunto de muestras fue aleatorio
entre los jueces.

En primer lugar, se realiz6 una prueba triangular para evaluar si todos los vinos
tratados diferian significativamente de los vinos control (vino naturalmente
contaminado y vino enriquecido). Tras los tratamientos con carbén, zeolita y PVPP, el
vino enriquecido con fenoles volatiles no se diferencié significativamente de los vinos
tratados, obteniéndose los siguientes resultados:

-Carbdn vegetal: aciertos/total= 11/26, p=0,220
-Zeolita: aciertos/total= 11/26, p=0,220
-PVPP: aciertos/total= 9/26, p=0,518

En cuanto al vino naturalmente contaminado, sélo los tratamientos con carbén y PVPP
dieron como resultado una diferencia sensorial significativa:

-Carbén vegetal: aciertos/total= 20/26, p < 0,001
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-Zeolita: aciertos/total= 12/26, p=0,121
-PVPP: aciertos/total= 18/26, p < 0,001

Estas diferencias fueron atribuidas Unicamente al olor, por esto, a continuacion, se
evalué el perfil de olor del vino naturalmente contaminado antes y después de los
tratamientos con carbon vegetal y PVPP.

El olor “fendlico” fue el mas intenso en el perfil del vino naturalmente contaminado. El
segundo olor mas intenso fue “hierba”, mientras que los olores a “frutos rojos”, “flores”
y “picante” se percibieron en menor intensidad.

Después de ambos tratamientos, la disminucion de 4-etilfenol y 4-etilguayacol reflejo
una disminucion de la intensidad de olor “fendlico” y “herbaceo” en mayor medida con
carbon vegetal que con PVPP. Curiosamente, después de los dos tratamientos, se
produjo el aumento de la intensidad del olor a “frutos rojos”. Este resultado puede
parecer en desacuerdo con la eliminacion de ésteres, que son los principales
compuestos asociados a las notas frutales en el vino. Sin embargo, se observé que 4-
etilfenol y 4-etilguayacol suprimen la nota afrutada en los vinos, incluso en
concentraciones minimas. Por lo tanto, aunque los tratamientos redujeron las
concentraciones de ésteres, la reduccién de los niveles de 4-EP y 4-EG, con la
consiguiente disminucién de la intensidad del olor “fendlico”, resulté en la mejora del
olor frutal derivado de los ésteres. El perfil aromético se observa en la Figura 22.
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Figura 22: Perfiles de olor del vino naturalmente contaminado (vino NC) antes y
después de los tratamientos con carboén activado y PVPP.

El asterisco en los descriptores indica una diferencia significativa (p< 0,001) entre el
vino control y el tratado. Fuente: Lisanti et. al, 2017.

Luego de analisis cuantitativo de los fenoles volatiles, Lisanti et al. 2017, concluyeron
gue, en el vino contaminado naturalmente, el PVPP redujo significativamente el nivel
de 4-etilfenol en un 11% (Tabla 6).

Tabla 6: Efecto de carbén vegetal, PVPP y zeolita sobre la concentracion de 4-etilguayacol y 4-
etilfenol en los vinos, expresado en pg/L (Lisanti et. al, 2017)
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4-etilguayacol 4-etilfenol

Naturalmente contaminado 46,1 + 3,6 539 £ 48
Carbon Vegetal 41,0+£2,1 441 £ 42
PVPP 433+2/4 482 + 26
Zeolita 43,4+1,6 473 £ 55
Vino adicionado 125,77+ 8,4 1969 + 244
Carbon Vegetal 115,7+£6,7 1687 £ 189
PVPP 118,7+5,6 1724 + 240
Zeolita 1165+ 7,7 1794 + 256

Ninguno de los tratamientos utilizados (PVPP, zeolita y carbén activado) fue eficaz
para reducir de forma significativa la concentracion de 4-etilfenol y 4-etilguayacol en el
vino adicionado con fenoles volatiles. Sin embargo, a pesar de la ausencia de
significacion estadistica, la cantidad de 4-etilfenol y 4-etilguayacol eliminada del vino
contaminado naturalmente fue de tres a cuatro veces superior a la del vino
contaminado (adicionado con 4-etilfenol y 4-etilguayacol).

Esto sugiere, segun Lisanti et al. 2017, que la adsorcion dependia del nivel de fenoles
volatiles. Sin embargo, los componentes de la matriz del vino parecen haber
determinado la saturacién de los sitios de unién. Por lo tanto, la cantidad adsorbida de
fenoles volatiles no fue significativa respecto a la concentracion inicial.

Tanto el carbdn activado como el PVPP son adsorbentes no especificos que tienden a
unirse a un gran niumero de moléculas. Debido a esto es que, a pesar de la deseable
disminucion de la concentracion de los compuestos de mal olor, también pueden
reducirse los niveles de los aromas deseables de un vino. Por ejemplo, en este estudio
realizado por Lisanti et al. 2017, el acetato de isoamilo y los ésteres etilicos,
compuestos fermentativos responsables de los aromas frutados del vino, disminuyeron
con los tratamientos probados.

Otro enfoque que aporté Salameh et al. 2008, fue la adsorcion del &cido p-cumarico
para evitar la formacién de etilfenoles por Brettanomyces.

Para el ensayo Salameh et al. 2008, utilizaron 3 g/L de PVPP en un vino sintético sin
acido p-cumarico. Aplicaron un disefio factorial experimental donde estudiaron la
variacion de la cantidad adsorbida de &cido p-cumarico en diferentes concentraciones.

Los factores en estudio fueron el pH (3- 3,5- 4), la temperatura (25, 30, 35 °C) y la
concentracion de etanol (10-11,5-13 % v/v). Aplicaron agitacién de 250 rpm y todas las
pruebas fueron comparadas con muestras testigo sin PVPP. Las concentraciones de
p-cumarico fueron 2,5y 20 mg/L. El tiempo de contacto fue de 5 h.

Finalmente, Salameh et al. 2008, concluyeron que sélo la temperatura tuvo un efecto
significativo sobre la adsorcion, ésta mejor6 cuando aumentaron la temperatura de 25
a 35°C (Figura 23). La concentracién de etanol y el pH, no tuvieron un efecto directo
sobre la adsorcién para ninguna de las concentraciones estudiadas de &cido p-
cumarico. Esto podria presentar una solucion para evitar su biotransformacion.
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Figura 23: Efecto estimado de los factores cuando utilizaron PVPP como adsorbente a) 20

mg/L y b) 2,5 mg/L de acido p-cumarico. Fuente: Salameh et. al, 2008.
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4. Resultados y Discusion

El objetivo de la revision bibliografica es proponer posibles insumos de uso comun en
bodegas, que permitan disminuir los fenoles volatiles como 4-etilfenol y 4-etilguayacol
en vinos tintos, con la finalidad de presentar una solucién para aquellas grandes
bodegas y/o medianos o pequefios productores que por diversos motivos sus vinos se
han contaminado con Brettanomyces spp. De esta manera, brindar una posibilidad de
recuperar la produccion sin sufrir grandes pérdidas y obteniendo una calidad aceptable
del producto final.

Una vez que un vino se contamina con Brettanomyces se producen niveles excesivos
de fenoles volatiles, especialmente en el vino tinto. Siguiendo el objetivo de describir el
uso de lias de levaduras provenientes de la fermentacién alcohdlica, se puede concluir
gue la sorcion de fenoles volatiles utilizando dicho insumo, es efectivo en la
eliminacion de 4-etilfenol y 4-etilguayacol.

En la Tabla 7, se resumen los resultados obtenidos por los distintos autores
planteados en la revision:

Tabla 7: Resumen de los porcentajes de disminucion obtenidos por cada uno de los autores
investigados en el uso de lias de levaduras.

Porcentaje de disminucion
Autores 4-etilfenol | 4-etilguayacol ACId,O.
p-cumarico
Chassagne et al. 2005 33% 26% -
Jiménez-Moreno Con 15,1% 12,1% -
& Ancin- | agitacion
Azpilicueta 2009 | Sin 12,1% 10,1% -
@ | (individualmente) | agitacion
3 | Jiménez-Moreno | Con 8% 4,4% -
S |& Ancin- | agitacion
< | Azpilicueta 2009 ['Sin 6,3% 1,6% -
ﬁ (conjuntamente) agitacion
E’ Barbosa, Hogg & Couto 2012 47% 27% -
Barrio-Galan et al. | 15 dias 5% - 19%
2012 30 dias 3% - 21%
60 dias 19% - 17%

A pesar de alcanzar grandes porcentajes de disminucién, como en caso de Barbosa,
Hogg & Couto 2012, en ninguna de las investigaciones se logr6 reducir la
concentracion de fenoles volatiles por debajo del umbral de percepcion (4-etilfenol:
0,44 mg/L y 4-etilguayacol: 0,18 mg/L). De igual manera, a nivel sensorial se redujo el
aroma a establo y se potenciaron los aromas afrutados.
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El otro aditivo estudiado, fue el PVPP, cuyo objetivo era describir su uso para la
disminucion de fenoles volatiles presentes en el vino, causados por la accion de la
levadura Brettanomyces.

En la Tabla 8, se presentan los porcentajes de disminucion de 4-etilfenol y 4-
etilguayacol:

Tabla 8: Resumen de los porcentajes de disminucion obtenidos por cada uno de los autores
investigados en el uso de lias de levaduras.

Porcentaje de disminucion
. . Acido
Autores 4-etilfenol | 4-etilguayacol L.
p-cumarico
a | Lisanti et al. 2008 11% 7% -
o
& | Lisanti et al. 2017 11% 7% -

Se concluye que podria utilizarse PVPP para eliminar los fenoles volatiles, siempre y
cuando los fenoles volatiles se encuentren en bajas concentraciones, de 46 ug/L para
el 4-etilguayacol y de 539 ug/L para el 4-etilfenol, es decir, una contaminacién media-
baja.

Como se observa en la Tabla 8, se resaltan los porcentajes de aquellos ensayos en
donde las concentraciones finales de 4-etilfenol y 4-etilguayacol se encuentran por
debajo o muy cerca del umbral de percepcién: 0,44 mg/L y 0,18 mg/L,
respectivamente. Es importante tener en cuenta que el uso de este aditivo enoldgico
también puede llegar a modificar otros compuestos arométicos deseables, tales como
acetato de isoamilo y esteres etilicos.

Para el caso del uso de PVPP, se sugiere que serian necesarios mas estudios en
relacion a la utilizacion de este aditivo para el fin especifico de reducir fenoles volatiles
ya gque hasta el momento la bibliografia es escasa.

Para aplicar lo propuesto en la revision bibliografica se deben tener en cuenta costos
aproximados de los insumos, los cuales se describen a continuacion:

e Lias de levaduras: Este insumo esta compuesto por levaduras afadidas al
momento de la fermentaciéon, o bien, pueden desarrollarse las propias
levaduras nativas presentes en la baya. En la mayoria de las bodegas son
consideradas un residuo el cual es enviado a destilerias o utilizado para
compost. Es por esto, que la utilizacién de lias de levaduras para el fin de
disminuir fenoles volatiles presenta una alternativa de uso ya que permite
reutilizar el insumo y no descartarlo.

e PVPP: siguiendo el estudio descripto por Lisanti et al. 2017, se utilizarian 80
g/hL de este insumo para reducir los niveles de 4-etilfenol y 4-guayacol. Un
paquete de 1kg de PVPP marca Laffort (Figura 24) cuesta alrededor de 19
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US$. Para tratar 100 hL de vino se necesitarian 8kg, es decir, se tendria un
costo total de 150 US$.

3
nature
PROTOCOLO DE UTILIZACION
CONDICIONES ENOLOGICAS DOSIS DE EMPLEC
POLYLACTQ « El tratamiento puede ser realizado en cada etapa de (@ En mostos.
vinificacion tanto sobre mosto como sobre vino - Vendinmas sanas: 20 - 40 g/nl
ASSOOATION DF CASTNATE . i - 4
ot pakoprary Y £l tratamiento serd tanto mas eficaz cuanto mas limpio Vendimias alteradas: 40 - 100 g/hL
esté el producto a tratar (mosto con enzimas, vino  Envinos - 15 - 90 /ht
trasegado) Dosis limite legal {RUE): < 260 g/hL
B el Ln Cirseing 1 e SUStANCA) dierivincta de [ Joche de vaca que tiene in Larkcles
Ty potenciiments altrgeno £ wo de este producto puede dar lugar 4
Guetado saldrgenon
e MODO DE EMPLEO
LAFFORT Disolver POLYLACT® en 10 veces su peso de agua agitando (no preparario nunca sobre mosto o vino directamente). Se

recomienda dejar hinchar W solucién durante 1 hora antes de su empleo. La preparacion puede ser afadida antes o durante
la fermentacion. €n el caso de tratamientos en vino, trasegar o filtrar lo antes posible
La solucion de POLYLACT® asi preparada debe ser utilizada durante el dla, no mantener Ly solucién

Figura 24: PolyLact (PVPP) Marca Laffort y su protocolo de utilizacion. Fuente:
www.laffort.com



5. Conclusiones

En la revision bibliogréfica llevada a cabo, se proponia hallar insumos de bajo costo y
practicos para disminuir la concentracion de etilfenoles, provocados por la levadura
Brettanomyces spp. en vinos tintos terminados. Finalmente, se concluye que para
reducir la concentracion de 4-etilfenol y 4-etilguayacol, las lias de levadura
proporcionan un enfoque rentable, ya que se aprovecha un residuo generado durante
la fermentacion alcohdlica. Ademas, resulta eficiente por los resultados expuestos. Por
lo tanto, se acepta la hip6tesis planteada.

Por otro lado, para utilizar polivinilpolipirrolidona (PVPP) se deberian realizar mas
ensayos para demostrar que es efectivo para la adsorcion de 4-etilfenol y 4-
etilguayacol especificamente. A raiz de esto, se sugiere profundizar en estudios para
la utilizacion del insumo enolégico mencionado.

Idealmente, la prevencion es la mejor estrategia para controlar el deterioro del vino por
Brettanomyces, mediante la aplicacion de altos estandares de higiene dentro de la
bodega y teniendo materia prima de calidad. También es importante aplicar métodos
fiables para la deteccién de contaminantes antes de que la calidad del vino se vea
alterada. Sin embargo, si el vino ya estd contaminado, se puede dificultar el
crecimiento de Brettanomyces, por ejemplo, mediante el uso de agentes
antimicrobianos adecuados como SO, y el almacenamiento en condiciones
adecuadas.

42



Bibliografia

Alejandre, M. M. L. (2007). Manual de viticultura, enologia y cata. Almuzara.

Alvarez, M. L. S. (2015). Extraccion y purificacion de compuestos fenolicos a partir de
subproductos de destileria de vino (Doctoral dissertation, Universidade de Vigo).

Alvarez, M. L. S. (2015). Extraccion y purificacion de compuestos fenolicos a partir de
subproductos de destileria de vino.

Arkell, J., & George, R. (2003). Wine: A Comprehensive Guide to Drinking and
Appreciating Wine. New Holland Publishers Uk Limited.

Arvik, T., & Henick-Kling, T. (2002). Brettanomyces bruxellensis occurrence, growth,
and effect on wine flavor.

Barata, A., Malfeito-Ferreira, M., & Loureiro, V. (2012). The microbial ecology of wine
grape berries. International journal of food microbiology, 153(3), 243-259.

Barbosa, A., Hogg, T., & Couto, J. A. (2012). The influence of selected oenological
practices on the sensory impact of volatile phenols in red wines. OENO One, 46(2),
131-138.

Barrado, A. M., & Lepe, J. A. S. (2020). Brettanomyces, el enemigo silencioso. ACE:
Revista de enologia, (177), 1.

Barrio-Galan, D., Ortega-Heras, M., Sanchez-lglesias, M., & Pérez-Magarifio, S.
(2012). Interactions of phenolic and volatile compounds with yeast lees, commercial
yeast derivatives and non-toasted chips in model solutions and young red wines.
European Food Research and Technology, 234(2), 231-244.

Bekhit, A. E., Cheng, V. J., Harrison, R., Ye, Z., Bekhit, A. A., Ng, T. B., & Kong, L.
(2015). Technological aspects of by-product utilization. CRC Press (an imprint of Taylor
& Francis Group).

Bordet, F., Joran, A., Klein, G., Roullier-Gall, C., & Alexandre, H. (2020). Yeast—yeast
interactions: mechanisms, methodologies and impact on composition. Microorganisms,
8(4), 600.

Braga, F. G., Silva, F. A. L., & Alves, A. (2002). Recovery of winery by-products in the
Douro demarcated region: production of calcium tartrate and grape pigments.
American journal of enology and viticulture, 53(1), 41-45.

Burg, P., Vitéz, T., Turan, J., & Burgova, J. (2014). Evaluation of grape pomace
composting process. Acta Univ Agric Silvic Mendelianae Brun, 62(5), 875-881.

Caboni, P., Sarais, G., Cabras, M., & Angioni, A. (2007). Determination of 4-
ethylphenol and 4-ethylguaiacol in wines by LC-MS-MS and HPLC-DAD-
fluorescence. Journal of agricultural and food chemistry, 55(18), 7288-7293.

Carrascosa, A. V., Mufoz, R., & Gonzalez, R. (Eds.). (2011). Molecular wine
microbiology. Cham, Switzerland: Elsevier.

43



Castillo-Sanchez JX, Garcia-Falcon MS, Garrido J, Martinez- Carballo E, Martins-Dias
LR, Mejuto XC (2008) Phenolic compounds and colour stability of Vinhao wines:
influence of wine-making protocol and fining agents. Food Chem 106:18-26

Catania, C., & Avagnina, S. (2007). Implicancias organolépticas de los polifenoles del
vino. Curso Superior de Degustacion de vinos. EEA Mendoza. INTA.

Chassagne, D., Guilloux-Benatier, M., Alexandre, H., & Volilley, A. (2005). Sorption of
wine volatile phenols by yeast lees. Food Chemistry, 91(1), 39-44.

Chatonnet, P., Miranda, A., & Garcia, A. T. P. (2013). Brettanomyces: Mitos y
realidades. Endlogos, (81), 44-60.

Ciani, M., Capece, A., Comitini, F., Canonico, L., Siesto, G., & Romano, P. (2016).
Yeast interactions in inoculated wine fermentation. Frontiers in microbiology, 7, 555.

Comitini, F., Oro, L., Canonico, L., Marinelli, V., & Ciani, M. (2019). Occurrence of
Brettanomyces bruxellensis on grape berries and in related winemaking cellar.
Frontiers in microbiology, 10, 415.

Custers, M. T. J. (1940). Onderzoekingen over het gistgeslacht Brettanomyces.

De Iseppi, A., Lomolino, G., Marangon, M., & Curioni, A. (2020). Current and future
strategies for wine yeast lees valorization. Food Research International, 137, 109352.

De Simone, N., Pace, B., Grieco, F., Chimienti, M., Tyibilika, V., Santoro, V., ... &
Russo, P. (2020). Botrytis cinerea and table grapes: A review of the main physical,
chemical, and bio-based control treatments in post-harvest. Foods, 9(9), 1138.

Delteil, D. (2002). Working with lees: key elements to wine maturing. Australian and
New Zealand grapegrower and winemaker, 104-108.

Diaz Garcia, M. C. (2012). Perfil de compuestos funcionales en zumos de frutas rojas.

Dimopoulou, M., Lonvaud-Funel, A., & Dols-Lafargue, M. (2017). Polysaccharide
production by grapes must and wine microorganisms. In Biology of Microorganisms on
Grapes, in Must and in Wine (pp. 293-314). Springer, Cham.

Dimou, C., Vlysidis, A., Kopsahelis, N., Papanikolaou, S., Koutinas, A. A., & Kookos, .
K. (2016). Techno-economic evaluation of wine lees refining for the production of
value-added products. Biochemical engineering journal, 116, 157-165.

EFSA Panel on Dietetic Products, Nutrition and Allergies (NDA). (2011). Scientific
Opinion related to a notification from the International Organisation of Vine and Wine
(OIV) on ovalbumin/egg white to be used in the manufacture of wine as clarification
processing aids pursuant to Article 6, paragraph 11 of Directive 2000/13/EC—for
permanent exemption from labelling. EFSA Journal, 9(10), 2385.

Escott, C., Del Fresno, J. M., Loira, |., Morata, A., & Suarez-Lepe, J. A. (2018).
Zygosaccharomyces rouxii: Control strategies and applications in food and
winemaking. Fermentation, 4(3), 69.

Flanzy, C., Abbal, P., Agay, B., Asselin, C., Bachy, P., & Barre, P. Enologia:
Fundamentos cientificos y tecnolégicos (2a. ed.). Madrid: A. Madrid Vicente.

44



Fleet, G. H. (2003). Yeast interactions and wine flavour. International journal of food
microbiology, 86(1-2), 11-22.

Fleet, G.H. and Heard, G.M. (1993) Yeast-Growth during Fermentation. In: Fleet, G.H.,
Ed., Harwood Academic, Wine, Microbiology and Biotechnology, Lausanne, 27-54.

Fugelsang, K. C. (1997). Yeasts and molds. In Wine microbiology (pp. 68-116).
Springer, Boston, MA.

Fugelsang, K. C. (2007). Wine microbiology. Punon Knaccuk.

Fugelsang, K. C., & Edwards, C. G. (2006). Wine Microbiology: Practical Applications
and Procedures. Springer Science & Business Media.

Godoy, L., Martinez, C., Carrasco, N., & Ganga, M. A. (2008). Purification and
characterization of a p-coumarate decarboxylase and a vinylphenol reductase from
Brettanomyces bruxellensis. International journal of food microbiology, 127(1-2), 6-11.

Instituto Nacional de Vitivinicultura (1992) [en linea]
https://www.argentina.gob.ar/normativa/nacional/resoluci%C3%B3n-71-1992-
25768/actualizacion (Consulta: 26/10/2022).

Jiménez Martinez, M. D. (2018). Posibilidades tecnoldgicas de las paredes celulares
de los orujos de uva como agentes afinantes durante la vinificacion. Proyecto de
investigacion.

Jiménez-Moreno, N., & Ancin-Azpilicueta, C. (2009). Sorption of volatile phenols by
yeast cell walls. International Journal of Wine Research, 1, 11-18.

Jin, Z. M., He, J. J., Bi, H. Q., Cui, X. Y., & Duan, C. Q. (2009). Phenolic compound
profiles in berry skins from nine red wine grape cultivars in northwest China. Molecules,
14(12), 4922-4935.

Karak, P. (2019). Biological activities of flavonoids: an overview. Int. J. Pharm. Sci.
Res, 10(4), 1567-1574.

Kheir, J., Salameh, D., Strehaiano, P., Brandam, C., & Lteif, R. (2013). Impact of
volatile phenols and their precursors on wine quality and control measures of
Brettanomyces/Dekkera yeasts. European Food Research and Technology, 237(5),
655-671.

Laborde, B., Moine-Ledoux, V., Richard, T., Saucier, C., Dubourdieu, D., & Monti, J. P.
(2006). PVPP- polyphenol complexes: a molecular approach. Journal of Agricultural
and Food Chemistry, 54(12), 4383-4389.

Lipke, P. N., & Ovalle, R. (1998). Cell wall architecture in yeast: new structure and new
challenges. Journal of bacteriology, 180(15), 3735-3740.

Lisanti, M. T., Gambuti, A., Genovese, A., Piombino, P., & Moio, L. (2017). Treatment
by fining agents of red wine affected by phenolic off-odour. European Food Research
and Technology, 243(3), 501-510.

Lisanti, M. T., Piombino, P., Gambuti, A., Genovese, A., Siani, V. L., & Moio, L. (2008).
Analytical evaluation of remedial treatments for red and white wines contaminated by

45



volatile phenols. Bulletin de I'OIV-Organisation Internationale de la Vigne et du Vin,
81(923-925), 45-56.

Lépez-Cordon, E. N. (2009). Brettanomyces/Dekkera Control y deteccion en bodegas.
Revista Enologia N, 6(01/05), 1.

Loureiro, V., & Malfeito-Ferreira, M. (2006). Dekkera/Brettanomyces spp (pp. 354-398).
CRC Press: Boca Raton, FL.

Lubbers, S., Charpentier, C., Feuillat, M., & Voilley, A. (1994). Influence of yeast walls
on the behavior of aroma compounds in a model wine. American Journal of Enology
and Viticulture, 45(1), 29-33.

Malfeito-Ferreira, M. (2018). Two decades of “horse sweat” taint and Brettanomyces
yeasts in wine: Where do we stand now? Beverages, 4(2), 32.

Mena, P., Ascacio-Valdés, J. A., Gironés-Vilaplana, A., Del Rio, D., Moreno, D. A., &
Garcia-Viguera, C. (2014). Assessment of pomegranate wine lees as a valuable
source for the recovery of (poly) phenolic compounds. Food Chemistry, 145, 327-334.

Mierczynska-Vasilev, A., & Smith, P. A. (2015). Current state of knowledge and
challenges in wine clarification. Australian journal of grape and wine research, 21, 615-
626.

Molina Ubeda, R. (2000). Teoria de la clarificacion de mostos y vinos y sus
aplicaciones practicas.

Morata, A., Gobmez-Cordovés, M. C., Colomo, B., & Suéarez, J. A. (2005). Cell wall
anthocyanin adsorption by different Saccharomyces strains during the fermentation of
Vitis vinifera L. cv Graciano grapes. European Food Research and Technology, 220(3),
341-346.

Morata, A., Gomez-Cordovés, M. C., Suberviola, J., Bartolomé, B., Colomo, B., &
Suérez, J. A. (2003). Adsorption of anthocyanins by yeast cell walls during the
fermentation of red wines. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 51(14), 4084-
4088.

Oelofse, A., Pretorius, I. S., & Du Toit, M. (2008). Significance of Brettanomyces and
Dekkera during winemaking: a synoptic review.

Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino. (Julio 2022). Actualidad de la
coyuntura del sector vitivinicola mundial en 2021.
https://www.oiv.int/public/medias/8780/es-state-of-the-world-vine-and-wine-sector-abril-
2022.pdf

Ough, C.S. and M.A. Amerine. 1961. Studies with controlled fermentation. VI. Effects of
temperature and handling on rates, composition, and quality of wines. American
Journal of Enology and Viticulture 12(3):117-128.

Paraje, M. G., & Tamagnini, L. (2015). ¢Qué son las bacterias viables no cultivables?
(revision literaria). Revista de la Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y
Naturales, 2(2), 99-102.

46



Pérez-Serradilla, J. A., & De Castro, M. L. (2008). Role of lees in wine production: A
review. Food chemistry, 111(2), 447-456.

Portugal, C. B. (2012). Deteccién y caracterizacion de Brettanomyces bruxellensis y
Trigonopsis cantarellii en el contexto enolégico (Doctoral dissertation, Universidad de
La Rioja).

Revista  de Enologia Cientifica vy Profesional (s.h) [en linea]
https://www.acenologia.com/websace/ (Consulta: 26/07/2022).

Ribéreau-Gayon, P., Dubourdieu, D., Donéche, B., & Lonvaud, A. (Eds.). (2006).
Handbook of enology, Volume 1: The microbiology of wine and vinifications (Vol. 1).
John Wiley & Sons.

Ribéreau-Gayon, P., Glories, Y., Maujean, A., & Dubourdieu, D. (2021). Handbook of
Enology, volume 2: The chemistry of wine stabilization and treatments. John Wiley &
Sons.

Robinson, J., & Harding, J. (1999). The Oxford Companion to Wine: Oxford University
Press.

Romano, P. (2005). Proprieta tecnologiche e di qualita delle specie di lieviti vinari.
Microbiologia del Vino. Casa Editirice Ambrosiana, Milan, Italy, 101-131.

Salameh, D., Brandam, C., Iteif, R., & Strehaiano, P. (2008) Adsorcion del acido p-
cumarico del vino para evitar la formacién de etilfenoles por Brettanomyces. [Archivo
PDF] https://www.infowine.com/intranet/libretti/libretto6230-02-1. pdf

Steensels, J., Daenen, L., Malcorps, P., Derdelinckx, G., Verachtert, H., & Verstrepen,
K. J. (2015). Brettanomyces yeasts—From spoilage organisms to valuable contributors
to industrial fermentations. International journal of food microbiology, 206, 24-38.

Taillandier, P., Joannis-Cassan, C., Jentzer, J. B., Gautier, S., Sieczkowski, N.,
Granes, D., & Brandam, C. (2015). Effect of a fungal chitosan preparation on
Brettanomyces bruxellensis, a wine contaminant. Journal of Applied Microbiology,
118(1), 123-131.

Togores, J. H. (2010). Tratado de enologia (Vol. 1). Mundi-Prensa Libros.

Tubia, I., Prasad, K., Pérez-Lorenzo, E., Abadin, C., Zumarraga, M., Oyanguren, |. &
Arana, S. (2018). Beverage spoilage yeast detection methods and control
technologies: A review of Brettanomyces. International journal of food microbiology,
283, 65-76.

UCDAVIS Viticulture & Enology (s.f) [en linea] https://wineserver.ucdavis.edu/#/
(Consulta: 26/10/2022).

Vernhet, A. (2019). Red wine clarification and stabilization. In Red wine technology (pp.
237-251). Academic Press.

47



