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capitulo I

1.1 INTRODUCCION

'Una de las industrias biotecnol6gicas mas importantes en paises como Francia, Japon, Australia,
Nueva Zelanda, Argentina, Espafia, Chile, Checoslovaquia, Estados Unidos, Alemania por mencionar
algunos y por supuesto México, es la vinicola. En la produccién de vinos es esencial un proceso de
fermentacion el cual es susceptible de sufrir una prolongacion o detencién, lo cual provoca que el
producto final no cumpla con los objetivos de calidad de su elaboracion ademés de las pérdidas
econdémicas que se producen.

Para encontrar las causas de esta detencion en las fermentaciones se han realizado estudios sobre
los factores y combinaciones de éstos que pueden contribuir al problema ( por ejemplo el oxigeno
presente, nutrientes, temperatura, etc.). '

Dentro de esta busqueda se ha encontrado un fenémeno de antagonismo microbiano, que tiene
grandes implicaciones en las fermentaciones prolongadas (Ribéreau-Gayon, 1985). Este antagonismo se -
debe a la produccion de toxinas por ciertas levaduras llamadas aniquilantes o zimocidas (en inglés
"killer") que resultan letales para levaduras sensibles (Van Vuuren y Jacobs, 1992).

Este fendmeno fue descubierto en cepas de Saccharomyces cerevisiae por Bevan y Makower en
1963, quienes propusieron que las cepas podrian ser clasificadas en uno de tres fenotipd}s: zimocida o
aniquilante (killer), sensible y resistente o neutra. Cuando se ponen a crecer las células zimocidas con las
sensibles, encontramos una'gran proporcién de las Gltimas, muertas. Las células neutras o resistentes no
sufren ningtin cambio (Wocds, y Bevan, 1968).

Estudios posteriores, demostraron la presencia de cepas de Saccharomyces cerevisiae con
actividad zimocida en las fermentaciones espontdneas de vinos, en varias regiones vitivinicolas del
mundo con resultados muy variables de la presencia tanto de cepas sensibles a este factor zimocida,
como cepas resistentes y cepas neutras.(Kitano, et al, 1984 Heard y Fleet, 1987 Radler y Schmitt,
1987).

Ademas de las cepas de Saccharomyces cerevisige, se han reportado cepas de otros géneros,
como Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Hansenula, Kluyveromyces, Pichia, Torulopsis y
Ustilago, éstas se han encontrado en vinos (Heard y Fleet, 1987), pero también se han encontrado en
cerveza (Young, 1987)(Philliskirk y Young, 1975), pulque (Estrada, 1996), en aceitunas (Marquina, et
al, 1992), en agua (Vadkertiova, R. y Slavikova, E. 1995) por mencionar algunas fuentes.

Se han encontrado levaduras zimocidas por ejemplo en un 27% de mostos de vinos japoneses y

en el mismo porcentaje en racimos de uvas putrefactos; en Francia hay grandes diferencias en los
porcentajes, ya que en cada region vitivinicola se ha encontrado desde 0% hasta 100% de levaduras
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zimocidas en la flora nativa enolégica. En Uruguay, Brasil y Argentina también se han encontrado
levaduras de los tres fenotipos (Estrada, 1996, Vazquez y Toro, 1994). '

En un estudio previo de aislamiento e identificacion de levaduras zimocidas del pulque y
aguamiel, se aisld e identificé una levadura que presentaba resistencia a la exposicién de dos cepas
zimocidas de coleccion: Saccharomyces cereviside NCYC 738 que produce la toxina K; y
Kluyveromyces marxianus NCYC 587 que produce la toxina Ky la levadura se identificé como
Saccharomyces cerevisiae var. chevalieri (Estrada, 1996), la cual resulta relevante ya que ésta podria
ser inoculada en un mosto de uvas siempre y cuando no altere las propiedades quimicas y sensoriales del -
vino y no sea eliminada por una levadura silvestre aniquilante. De hecho cepas resistentes de esta especie
se encuentran presentes en mostos de uvas para vinificacion.
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1.2 JUSTIFICACION

La produccion de vino en diversos paises involucra la inoculacion del mosto de uva con cultivos
de levadura puros que limitan el crecimiento de levaduras indeseables y permiten tener un mejor control
de la fermentacion. Las fermentaciones se {levan a cabo con mostos no estériles, por lo cual son muy
susceptibles a ser contaminadas por la flora asociada a las propias uvas o durante el proceso de
elaboracion por el equipo utilizado.

Fl interés enologico de las levaduras aniquilantes radica en el hecho de que esas levaduras,
cuando estan presentes, pueden dominar la fermentacion vinica iniciaimente inoculada con levaduras
sensibles; de hecho en la industria se utilizan cepas de coleccion que han sido cuidadosamente
propagadas en medios estériles y que nunca han tenido la necesidad de competir en medios con toxinas
o con algunos otros factores producidos por flora contaminante que disminuyan o inhiban su
crecimiento, por o que nunca han generado ningin mecanismo de defensa en contra de estos medios
adversos.

La consecuencia de contaminaciones con cepas aniquilantes indeseables resulta en problemas
tales como fermentaciones prolongadas, altas concentraciones de acidos volatiles, produccion de HaS y
aromas desagradables, acetaldehido y acido lactico, asi como reduccién de la produccion de etanol.

Por el interés de no disminuir la calidad del vino ni aumentar los costos que trae el no conseguir
una fermentacion idonea, se propone €l uso de una levadura que sea resistente a las toxinas producidas
por levaduras aniquilantes y ademas que contribuya a obtener las caracteristicas necesarias para un buen
vino. ;
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1.3 OBJETIVO GENERAL

® Caracterizacion y evaluacién del potencial enologico de la Jevadura identificada como Saccharomyces
cerevisiae var. chevalieri aislada de pulque resistente a toxinas producidas por cepas aniquilantes.

1.3.1 Plan de Trabajo.

8 probar su resistencia contra diez levaduras zimocidas.

B Caracterizaciéon de la levadura Saccharomyces cerevisiae var. chevalieri aislada del pulque en
términos de los siguientes aspectos:

Tolerancia al etanol.

pH de crecimiento.

Tolerancia a altas concentraciones de sustrato.
Tolerancia al metabisulfito de sodio.

- Tolerancia a altas temperaturas.

1

M Elaboracion de vinos a partir de uvas blancas y uvas tintas con diferentes tratamientos.
B Evaluacion de la calidad fisicoquimica de los vinos elaborados.

B Evaluacion sensorial de los vinos elaborados.

B perfiles cromatograficos de los componentes volatiles de los vinos, por Cromatografia de Gases e
identificacion de los posibles componentes por Espectrometria de Masas.
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capitulo 11
ANTECEDENTES
2.1 FENOMENO ZIMOCIDA

 El factor zimocida esta asociado a un micovirus que cuenta con dos genomas de doble-hélice de
RNA (dhRNA) uno medio (M) y uno largo (L); el M codifica para la toxina y para la inmunidad de este
polipéptido, mientras que el L codifica para la proteina que cubre los micovirus (Tipper, y Bostian,
1984). Usualmente esos virus son ventajosos para la célula, aunque en algunas condiciones especiales
podrian resultar patogénicos.

Analisis genéticos del fendmeno zimocida en cepas de laboratorio de Saccharomyces cerevisiae,
revelaron que el rasgo distintivo fue una herencia de forma no-Mendeliana; y que ademas, el caracter
zimocida se transfiere durante el proceso de citoduccion, donde solo ocurren mezclas citoplasmaticas
(Young, 1987).

Tanto los dh-RNA L, como los M, se encuentran encapsulados como particulas virales. Esas
particulas son isoméricas y tienen un diametro de 33-40 nm. Se sabe también que esta encapsulacidn es
necesaria para su mantenimiento y expresion (Hopper et al, 1977).

2.1.1 Clasificacion de las levaduras zimocidas.

Se han encontrado 11 tipos de espectro de actividad zimocida (K; a K,;} y once tipos de
espectros de resistencia. La expresion del caracter zimocida por todas las cepas zimocidas resulta de la
sintesis y excrecion de la toxina zimocida. La identificacion de las toxinas se ha logrado hacer de
diferentes maneras: por determinacion del espectro de actividad contra cepas sensibles, por ensayos de
actividad contra mutantes resistentes a ciertas toxinas, por determinacion de la estructura de la toxina y
por ensayos de reactividad cruzada de la toxina y los organismos que la producen (interaccion entre
cepas). De esta Gltima forma de determinacion, Young y Yagiu (1978), clasificaron 20 cepas de
levaduras aniquilantes identificadas por Philliskirk y Young (1975) ensayando sus interacciones, pero
solo existen hasta el momento 11 tipos de toxinas. La K;; la asignaron Bussey y Skipper (1975)
incluyendo estudios de Rogers y Bevan (1978), y esta es de Torulopsis glabrata ATCC 15126. De las

cepas aniquilantes en general existen varias cepas con caracter zimocida idéntico, es decir sintetizan
toxinas idénticas.

En general todas las cepas de coleccion de Saccharomyces cerevisiae presentan un fenotipo
zimocida K. Las de tipo K, contaminan fermentadores usados en la industria cervecera y en vinicola y
existe una cepa de fenotipo Ks, Saccharomyces capensis NCYC 761, la que difiere de 1a K; en que no
resulta zimocida en Saccharomyces uvarum NCYC 190 (Young, 1987).



2.1.2 La toxina zimocida y su modo de accién.

Sintesis y maduracion de la protoxina.

Existen evidencias genéticas que claramente demuestran que el dhRNA-M es determinante tanto
para la produccién de la proteina como para la inmunidad de la levadura. Estudios recientes determinan
que el precursor de la proteina o protoxina, también le confiere inmunidad a la levadura (Boone, et
al,1986). Esta protoxina puede actuar como inhibidor competitivo de la toxina madura, saturando un

receptor de la membrana celular que normalmente media la accion de la toxina, y es asi como ejerce su
accién de inmunidad.

En un inicio se forma la protoxina, que posteriormente se convierte en la toxina por medio de la
accion de una endoglucosidasa H. Esta glucosilacion es necesaria para una eficiente excrecion de la
toxina. Mediante un mapeo de péptidos de la protoxina se encontré que primero tiene un peso molecular
de 43 000 Da y después se convierte a uno de 34 000 Da, el cual contiene todos los aminoacidos de la
toxina. Se propone que una de las hebras del dhRNA-M, se traslada al reticulo endoplasmatico donde es
llevada por un secuenciador N-terminal y la protoxina se glucosila hasta el peso molecular de 43 000
Da. Este pasa a través del aparato de Golgi en vesiculas secretoras donde ocurre la division proteolitica
y se forma la toxina unida con disulfuros ¢ y B. La protoxina tiene un componente v, que es el sitio de

glucosilacion, y se postula que permanece en la membrana celular donde confiere inmunidad a la toxina
secretada.(Young, 1987). '

Toxinas zimocidas.

La toxina activa K; de S. cerevisiae, es una proteina de bajo peso molecular que consiste en dos
subunidades, una de 9.5 kDa y otra de 9 kDa. Es una proteina glucosilada con enlaces disulfuro y
contiene 109 residuos de aminoacidos. Es estable en un pH entre 4.2 y 4.6 a 30°C (Bussey, 1981).

Kurzweilova y Sigler en 1993, reportaron que a 4°C la toxina K, retiene su actividad a pH entre 3 y 6,
por varios dias.

La toxina K, es secretada al medio durante la fase exponencial de crecimiento (Palfree y Bussey,
1979). - -

La toxina K; de §. cerevisiae, es producida por una levadura vinica heterotalica (Extremera y
Montoya, 1980). Esta es una glucoproteina con un peso molecular de 16 000 Da, es activa en un pH

entre 2.8 y 4.8, pero es dptima a un pH entre 4.2 y 4.4 (Pfeiffer y Radler, 1984). Aunque Michalcakova
et al, (1991), encontraron que tiene su maxima eficiencia entre un pH de 3.5y 4.0, a 22°C.

Modo de accion de la toxina K.

Una vez que la toxina se secreta al medio, es absorbida por un glucano de la pared celular (B-(1-
6) D-glucano) de una célula sensible, posteriormente se liga a un receptor de la membrana celular el cual
se dafia, (este paso es demandante de energia) provocando la liberacion de iones K*, ATP y otros
metabolitos, lo que destruye el gradiente de pH de la membrana.(De la Pefia ef a/, 1981). Todos esos
eventos provocan la inactivacidn de las células sensibles (Radler y Schmitt, 1987).

9
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Una observacion importante es que las células sensibles en la fase exponencial de crecimiento,
son mas susceptibles a la accion de la toxina que cuando estan en la fase estacionaria de crecimiento.

El maximo deterioro sobre las levaduras se tiene después de dos a tres horas de exposicion a la
toxina, dependiendo de ésta (Skipper y Bussey, 1977).

2.2 FACTORES INVOLUCRADOS EN LA VINIFICACION.
2.2.1 Indculo

No es hasta que Louis Pasteur demuestra entre 1857 y 1876 que las levaduras son las
responsables de la transformacion de carbohidratos a etanol y CO, cuando se conocié la verdadera causa
de la aparicion de alcohol en el mosto de uva.

Ademas de la fermentacion alcoholica, en la elaboracion de los vinos estan involucrados otros
mecanismos metabdlicos que contribuyen de manera importante a la adquisicién de las caracteristicas
sensoriales particulares. ' : '

2.2.1.1 Produccion y tolerancia al etanol,

El etanol es un componente antimicrobiano, ya que en ¢l caso de la fermentacion espontanea de
los mostos de uvas se encuentra una sucesidon de microorgamismos debida en alguna forma a la
tolerancia que cada uno de ellos tenga al etanol. Se ha reportado que en la tolerancia al etanol de las
levaduras influye la composicién del medio, sobre todo la existencia de lipidos (Rose, A., 1987). El
mayor efecto toxico del etanol se da en la membrana celular. El grado de inhibicion es relativo a otros
factores ambientales como la temperatura o la concentracion de sustrato (Jones, et al, 1981).

Se ha reportado que Saccharomyces cerevisiae var. chevalieri que produce hasta 18.3%(v/v) de
etanol, y que estd dentro de las principales responsables de la fermentacién alcoholica en vinos con
fermentaciones “espontaneas” o “naturales” (sin inoculo) (Farkas, 1988); también se ha reportado que
en vinos tintos checos se encuentra pero en un bajo porcentaje, aproximadamente en un 1% (Oreglia,

1978); en vinos franceses se encuentra en mayor proporcion (85%) después de S. ellipsoideus y
fundamentalmente en la region de Burdeos.

A continuaciébn se reproduce una tabla donde se concentran diferentes especies de
Saccharomyces de acuerdo a su capacidad de producir etanol (Tabla 1); aqui podemos observar que 5.
cerevisiae var. chevalieri produce entre 11.2 'y 18.3% (V/V) de etanol y es la segunda especie mas
productora después de S. oviformis (S. bayanus), por lo que se recomienda su uso como cultivo puro.

10
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TABLA 1. Habilidad de producir etanol de varias especies de Saccharomyces. Fuente: Farkds, 1988
Habilidad para producir etanol
Especie de levadura Grado minimo Grado maximo
S. bailii 8.0 12.6
S, chevalieri 11.2 18.3
S. ellipsoidens 3.0 : 16.8
S. fermentati 4.3 9.1
S. florentinus 8.1 9.0
S. heterogenicus . 9.2 18.2
S. ifalicus 12.6 17.0
S. oviformis 1.9 18.4
S. rosei 78 _ 13.0
S. uvarum 7.2 9.9

2.2.1.2 Tolerancia al SOs.

El dioxido de azufre o anhidrido sulfuroso es.utilizado desde los Egipcios y después por los

‘Romanos, para evitar [a contaminacién bacteriana, especialmente con bacterias acéticas. No se conoce

exactamente el mecanismo de resistencia de algunos microorganismos, pero se sabe que es mas eficiente
sobre bacterias y que ademas su actividad antimicrobiana depende del pH del medio siendo mas eficiente
a pH acidos (Rose, 1987).

El SO, es un compuesto extremadamente reactivo que interacciona con componentes celulares,
pero en dosis de 10 a 100 veces mayores que las que se adicionan a las bebidas, desamina residuos de
citosina, rompe puentes disulfuro de proteinas, convierte la metionina en sulféxido de metionina y

reacciona con NADTY, tiamina y fosfato de piridoxal. En el caso de las especies de Saccharomyces
cerevisiae, una concentracion de imM y pH por abajo de 4, causa un rapido decremento del ATP lo
cual provoca la muerte celular, el ¢fecto puede ser reversible si se aleja a las células de 1a exposicion del
sulfuroso antes de una hora (Rose, 1987).

Existen cepas mas resistentes que otras, lo cual se cree que puede ser causado por las diferencias
en composicion de las membranas plasmaticas y en la facil difusiéon del sulfuroso a la célula. El pH
interno en muchas levaduras esta airededor de 6.5 asi que una vez que el sulfuroso entra a la célula se
convierte en ion bisulfito, lo cual provoca que se difunda mas suifuroso dentro de la cétula (Rose, 1987).

Oreglia (1978) reporta que la especie Saccharomyces cerevisiae var. chevalieri es muy poco
resistente al sulfuroso.

2.2.1.3 Tolerancia a altas concentraciones de aziicares fermentables.
La composicion del mosto y la calidad del material que va a ser fermentado repercutiran en el
producto, especialmente en vinos. Dentro de los aspectos mas importantes en la elaboracion de los vinos

esta la concentracion de azuicares y acidez presentes en el momento de la cosecha, la region de que se
trate y las condiciones climaticas que se dieron durante ese afio.
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En regiones como Querétaro México se obtienen mostos de uvas de aproximadamente 200g/1 de
azucares fermentables, aunque esto depende de las condiciones meteorologicas de ese afio de cosecha,
pero hay regiones donde se obtienen hasta 300g/1 (Margarith, 1981), de un pH alrededor de 4 (Amerine,
1976) y el grado de alcohol que se debe alcanzar esta entre los 10-12° GL.

De acuerdo a lo reportado por Farkds (1988) Saccharomyces cerevisiae var. chevalieri es una

levadura que se encuentra frecuentemente en los mostos de uvas sobre todo tintas y fermenta glucosa,
galactosa y sacarosa.

2.2.1.4 Temperatura

La temperatura influye en la actividad de las levaduras, dado que se pueden provocar cambios
morfologicos (Watson, 1987), se puede producir una interrupcién en la sintesis de esterol y acidos

grasos y también si la temperatura es la maxima tolerable por la levadura puede causar desestabilizacion
de l2a membrana plasmatica (Jones, ef al, 1981).

En el caso de las levaduras de la especie Saccharomyces cerevisiae se ha reportado que tiene un
crecimiento maximo entre 28 y 35°C, y que crece solo hasta 40°C (Jones et a/, 1981).

Se ha observado que en condiciones aerobias, las levaduras se propagan siguiendo la Ley de
Arrhenius. Sin embargo, en condiciones anaerobias ésta no se cumple, ya que el efecto toxico del etanol
aumenta con la temperatura (Rose, 1987). Esto se explica si se considera que en la etapa inicial de la
fermentacion de Saccharomyces cerevisiae, las velocidades de crecimiento microbiano y de formacion
de etanol se estimulan por las altas temperaturas (25-40°C), pero finalmente tanto la concentracion de
células como la produccion de etanol, se ven severamente deprimidas al ejercer ese producto un efecto
inhibitorio sobre las enzimas, el cual es menos intenso a bajas temperaturas. Por esa razén se pueden

obtener rendimientos alcohdlicos mas elevados cuando se fermenta a temperaturas menores a 25 °C en
procesos prolongados.

Una fermentacion de temperatura uniforme y controlada reduce las mermas de alcohol y de
bouquet, ademas de retrasar la autdlisis de las levaduras. La fermentacion fria (4-10 °C) inhibe el
crecimiento bacteriano, pero el rendimiento alcohoélico es inferior al de temperatura 6ptima cuando no se
incrementa el periodo de fermentacion.

La formacién de compuestos secundarios de la fermentacion, como alcoholes superiores y
ésteres, también se incrementa con las temperaturas altas de fermentacion, lo que contribuye a la
modificacion de los rendimientos vy de las caracteristicas sensoriales del vino.

2.2.2 Otros

Otros factores que influyen en la obtencidn de vinos de calidad es la variedad de uva y grado de
maduracion de €sta, las condiciones agrotécnicas y climaticas como el suelo, agua, el sol que prevalecio
durante ese afio de cosecha, las técnicas empleadas para extraccion del mosto, el transporte de éste, el
tipo de fermentacion (contenedores, extraccion de color de la piel de la uva, grado de sulfitacion), la
finalizacion del proceso de fermentacion, la fortificacion o mejoramiento del producto, las

12
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fermentaciones secundarias y finalmente el tipo de afiejamiento (botellas o contenedores de madera) y
por tltimo las condiciones de almacenamiento (Margalith, 1981).

"2.2.2.1 Normas Oficiales

Los vinos elaborados deben permanecef dentro de lo que las normas oficiales de cada pais
estipulan. Para el caso de México tenemos que la Secretaria de Comercio y Fomento Industrial en la
Norma Oficial NOM-V-12-1986 de Bebidas Alcohdlicas-Vinos establece las siguiente especificaciones
quimicas: :

2.2.3 Calidad Sensorial de los vinos.

2.2.3.1 Sabor y aroma del vino.

El sabor y aroma de un vino pueden ser considerados los factores mas importantes de su calidad.
El sabor es el resultado de la interaccién de los constituyentes quimicos con los sentidos del olfato y del
gusto del consumidor, que se debe por una parte, a compuestos volatiles, responsables de su olor, y por
otra parte, a sustancias no volatiles, las cuales producen las diferentes sensaciones gustativas (dulzura,
acidez, amargura y salado).

La deteccion sensorial de los compuestos presentes en los vinos, depende de los umbrales de
percepcidn humana y de las concentraciones en que estén presentes. Generalmente los compuestos
volatiles pueden ser percibidos en muy bajas concentraciones, ya que nuestros 6rganos sensoriales son
extremadamente sensibles a ciertas sustancias aromaticas (los umbrales varfan entre 10* y 107
g/L)(Guadagni, et al,1963).

En muchas ocasiones la deteccion y apreciacion sensorial no aporta un juicio objetivo, lo que
lleva a una evaluacién deficiente; ademas, el vocabulario utilizado puede resultar confuso debido a que
una definicién o una palabra no se interpreta de la misma forma en los diferentes paises vinicolas
(Santillan, 1995).

13
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2.2.3.2 Evaluacion Sensorial.

La evaluacién sensorial es una disciplina cientifica que se emplea para evocar, medir, analizar e
interpretar reacciones de aquellas caracteristicas de los alimentos y otros materiales segun como sean
percibidos por los sentidos de la vista, el olfato, el tacto, el gusto, el oido.

Las pruebas sensoriales se dividen en :

Pruebas Afectivas y Pruebas Analiticas, las primeras se realizan ¢on personas no entrenadas en
técnicas sensoriales es decir con consumidores y las segundas se llevan a cabo con jueces entrenados y
en un laboratorio adecuado para tal fin. Dentro de las pruebas analiticas tenemos métodos sensitivos,
cuantitativos y cualitativos y dentro de este Qltimo encontramos el Analisis Descriptivo Cuantitativo.

Los Métodos de Analisis Descriptivos, son definidos como métodos que proporcionan una
descripcion (palabras) de un producto o una serie de productos, este analisis puede incluir todos los
parametros de un producto o una serie de éstos, o puede ser limitado a determinados aspectos por
ejemplo el aroma, gusto y resabio, tratando de definir las propiedades de los alimentos objetivamente. ‘

E! Analisis Descriptivo Cuantitativo (QDA) fue desarrollado a mitad de los afios setenta para
responder a la necesidad de una técnica que pudiera ser usada para describir las caracteristicas
sensoriales de un producto con precision en términos matematicos. Con esta técnica, la estadistica puede
ser usada para medir la variabilidad y comparar o contrastar un producto contra otros (Stone etal,
1974).

El Analisis Descriptivo Cuantitativo se basa en el principio de la habilidad de los jueces para
verbalizar percepciones de un producto de una manera confiable. Esta prueba involucra una seleccion
formal y un procedimiento de entrenamiento, desarrollo y uso de un lenguaje sensorial y la calificacion
de productos en prueba con repeticion de productos para obtener una completa descripcion cuantitativa.

En los vinos se han realizado estudios sobre analisis sensoriales y fisicoquimicos desde los afios
cincuenta, en los analisis sensoriales realizados con expertos catadores, incluyen términos subjetivos
(Santillan, 1995), que producen muchas veces ambigliedad y ademas de que en cada pais pueden definir
cada palabra de diferente forma y después al traducirlos a otros idiomas cambian de significado también,
por lo que en este estudio se usd el Analisis Descnptwo Cuantitativo, utilizando atributos especificos
con un grupo de jueces entrenados.
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2.2.3.3 Compuestos responsables del aroma y sabor de los vinos.

En afios recientes se han utilizado ademas de técnicas sensoriales, técnicas analiticas para poder
determinar los compuestos responsables del aroma y sabor de los vinos, aunque sabemos que el aroma
de un vino resulta del balance global de los cientos de diferentes compuestos que estan en él y no del
impacto individual de cada uno de ellos.

Los compuestos responsables del aroma de un vino pueden ser clasificados en los siguientes
grupos: (Falqué, et al, 1996)

. Compuestos procedentes de la uva:

Estas sustancias ya estan presentes en la uva y son transferidas al vino como tales o después de
sufrir una transformacion, contribuyendo a las caracteristicas tipicas del mismo. Por ejemplo, los
compuestos que caracterizan a la uva utilizada en este estudio, la Cabernet Sauvignon son las metoxi-
pirazinas, fundamentalmente el 2-metoxi-3-isobutilpirazina o cualquier otro compuesto que cumpla con
la estructura de 3-alquil-2-metoxipirazina que le dan un olor herbaceo tipico de estos vinos.

La mayor parte de los cambios en el aroma que se producen entre las diferentes cepas de esta
variedad, se deben a las concentraciones de los distintos compuestos volatiles en las uvas o en los vinos; -
aunque también tienen influencia las condiciones climaticas y regionales de los vifiedos. Un aroma
comun entre todas las cepas de esta variedad es la pimienta campana dado por el 2-metoxi-3-
isobutilpirazina, que a su vez la distingue de otras variedades de uva. Entre los alcoholes tipicos de esta
variedad se encuentran: 4-metil-pentanol; los alcoholes Cq resultanies de las transformaciones de los
acidos linoleico y linolénico de las uvas y sus hollejos como el I-hexanol, cis-2-hexen-1-ol y cis-3-
hexen-1-ol, los alcoholes tipicos de los vinos como: 1-heptanol, 2-heptanol, 1-octanol y alcohol
bencilico también se han encontrado. '

Dentro de los ésteres que se han encontrado en las cepas de Cabernet Sauvignon estan los etil
ésteres de cadenas saturadas de acidos monocarboxilicos desde el propiénico hasta el ladrico; los dietil
ésteres de las cadenas de los 4cidos carboxilicos, del malénico al glutarico; dos ésteres del acido
succinico, etil-lactato y etil furoato; 2 insaturados (dietil-malato y dietilcinamato) y uno aromatico
(dietilftalato); tiene concentraciones elevadas de acetatos y butirato de etilo. Solo se ha identificado la v-
butirolactona y se sospecha la presencia de y—lactonas sustituidas. Se han reportado cuatro carbonilos
no propios de la uva pero si producidos durante el proceso como: furfural (tienen niveles bajos),
benzaldehido, fenilacetaldehido y B-ionona. En los vinos de esta variedad de uva se han encontrado
estireno y 1,1,6-trimetil-1,2-dihidronaftaleno que son dos hidrocarburos aromaticos (Lorenzo, 1996).

Existen 4cidos grasos de cadenas medianas que dependen de la cantidad de azicares
provenientes de las uvas, y de la madurez de la misma, la cantidad de acidos grasos de cadena mediana

aumenta cuando disminuye la cantidad de sélidos insolubles durante la maceracidn.

También se encuentran compuestos terpénicos, los mas comunes son el linalool, geraniol, -

‘terpineol, hortrineol y nerol entre otros que pueden ser encontrados en todas las variedades de uva. Los
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terpenos provienen del anabolismo de los carotenoides de la uva o de reacciones de hidrolisis &cidas o
enzimaticas que se dan durante el proceso (Lorenzo, 1996).

Las uvas maduras producen menos aldehidos que las verdes. Los mas comunes son: cis-2-
hexenol, trans-2-hexenol, hexenal, trans-2-hexenal (Lorenzo, 1996).

Existe la formacién de compuestos que dan aroma, antes de la fermentacion; ésta se da en la
molienda cuando el mosto entra en contacto con el aire; estos compuestos en general son: alcoholes y
aldehidos de formacién rapida, sobre todo de Cs que llegan a dar caracteristicas sensoriales herbaceas y
amargas (Lorenzo, 1996).

Il. Compuestos formados durante la fermentacion,

La presencia 0 no de sdlidos solubles ¢ insolubles de la uva afectan en la produccidn de
compuestos volatiles durante la fermentacion, fundamentalmente de alcoholes superiores y de acidos
grasos de cadenas medianas, ya que dependen de la cantidad de azuicares presentes en la uva. (Lorenzo,
M., 1996)

Entre estas sustancias se incluyen al etanol, que depende de la concentracion de azicar
disponible, la caracteristica que proporciona al vino es el cuerpo y permite la percepcion de otros
compuestos que generan el bouquet del vino.

Otros compuestos son el glicerol y el acido succinico. El glicerol depende de factores
ambientales (bajas temperaturas y alta sulfitacion incrementan la concentracion de este compuesto),
también contribuyen las fuentes de carbono disponibles diferentes de los carbohidratos. El glicerol
imparte viscosidad al vino.

El acido succinico contribuye a la acidez del vino; otros compuestos son: el acetaldehido, que
puede acumularse en los vinos como resultado de la oxidacion del etanol. El acido acético es el mayor
constituyente de la acidez volatil, puede formarse a partir de la oxidacion del acetaldehido o también lo
pueden producir las levaduras Apiculta o Saccharomyces.

La acidez titulable comprende muchos compuestos, pero solo una fraccion es derivada de la
actividad microbiana a través de la glucdlisis o del ciclo del cido citrico; esos acidos son sustratos de
fermentaciones secundarias. El acido pirivico y el acido a-cetoglutarico son los 4cidos que se acumulan
durante la vinificacién (Lorenzo, 1996).

Los ésteres son otro grupo de componentes presentes que provienen de la fermentacion
alcoholica; se produce intracefularmente por esterificacion quimica y biologica, dependiendo fuertemente
del tipo de microorganismo. El acetato de etilo, que no debe existir en grandes cantidades y que depende
de la variedad de uva y del tipo de vinificacién, se produce a partir del 4cido acético y el etanol por
medio de estearasas; es muy abundante en vinos jovenes. Se han identificado otros ésteres como el
acetato de isopentilo que aparece hasta la segunda fase de la fermentacion, el acetato de metilo, en la
fase de anaerobiosis, formiato de etilo, propionato de etilo, lactato de etilo que se forma durante la
crianza y se ve favorecido por la presencia de acido lactico, butirato de etilo, caproato, heptanoato,
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caprilato, decanoato, pelargonato, laurato, isoamilacetato de etilo, el 2-fenil-etilacetato, 3-metil-
butilacetato, hexanoato de etilo y octanoato de etilo (Palacios, et af, 1996).

Un grupo importante de compuestos son los alcoholes superiores o “aceites de fusel”, los cuales
son responsables de la sensacién de resaca posterior a la ingestion de bebidas alcoholicas. Los mas
comunes son:

Los alcoholes amilicos 2-metil-1-butanol y 3-metil-1-butanol, los cuales se encuentran en mayor
concentracion y aumentan a lo largo de la fermentacién en la fase anaerobia. El 2-metil-1-butanol surge
de la desaminacion de la isoleucina, depende de la flora microbiana durante la fermentacién. El 3-metil-
1-butanol, surge a partir de la leucina. Su aroma es a platano y es producido por levaduras liofilizadas,
transformado a su vez en su éster acetato de isoamilo.

El 1-butanol y el 2-butanol existen en vinos pero demuestran la presencia de bacterias lacticas,
también pueden depender de la levadura principal. Tienen olor penetrante que afecta la calidad.

El 2-metil-1-propanol, es un componente principal del aceite de fusel, su concentracion depende
de la variedad de uva y la temperatura de fermentacion; disminuye cuando se realiza la fermentacion a
temperatura controlada. Tiene olor tipico a fruta acerba (aspera al gusto).

El 1-propanol depende de la cepa de levadura y temperatura de fermentacion, su produccién se
relaciona con el metabolismo de treonina y metionina, disminuye con el desfangado, la correccion de
acidez y el tratamiento de estabilizacion tartarica.

Hexanol: se encuentra en trazas, proviene de la uva, su cantidad depende de la actividad de las
enzimas lipoxigenasas y de la alcohol deshidrogenasa, asi como de la variedad de la vid y del contacto
con los hollejos. Su olor es caracteristico a hierba cortada y heno, tipico de uvas poco maduras. Las vias
metabolicas que los producen esta conectada con el metabolismo de ciertos aminoacidos y se da por una
seric de reacciones en las cuales el aminoacido es desaminado por medio de una oxidacion,
descarboxilado y reducido a su alcohol correspondiente, también se pueden producir de precursores
durante la biosintesis de aminoacidos que se da durante el crecimiento de las levaduras.

Otro alcohol que aparece en pequeflas concentraciones en los vinos es el feniletilalcohol, y su
interés particular se debe a que da una nota floral, se presume que se produce a partir de un precursor, el
4cido fenilpirtivico, el cual esta presente en el mosto. Se ha visto que cuando se adiciona fenilalanina y
triptofano a los mostos se mejora el bouquet probablemente por los altos niveles de feniletanol: se ha

observado que se produce mads feniletanol en vinos que se elaboran con la flora asociada a la uva que en
vinos con un cultivo puro.

También se ha encontrado 2-butanol y lactonas en algunos vinos (Margalith, 1981) asi como
compuestos del azufre (Palacios, e al, 1996).

El fenol y los compuestos fenélicos son volatiles importantes en el vino, generalmente provienen
de la alcoholisis de la lignina de las barricas que contienen al vino durante el afiejamiento, pero también
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pueden producirse durante la fermentacion microbiana por diferentes rutas metabolicas a partir de los
solidos de la uva que siguen las levaduras durante la fermentacion.

Los 4cidos grasos que se encuentran provienen de la fermentacion a partir del metabolismo de
lipidos y en algunos casos desde la uva; algunos de los mas comunes son el caprico, caproico, caprilico
y Octanoico.

1. Compuestos formados en el envejecimiento.

Durante la permanencia en botella o barrica, numerosas sustancias son transformadas
quimicamente y extraidas de la madera, por ejemplo 1,1,6-trimetil-1,2-dihidronaftaleno, dimetilsulfuro y
vainillina, dandole de esta forma un nuevo matiz al aroma del vino (bouquet).

Como se analiza anteriormente, son numerosos los factores que van a contribuir en la
composicion y concentracion de los compuestos responsables del sabor y aroma de un vino: factores
ambientales (clima, suelo...); variedad; condicion del fruto (grado de madurez), tratamientos
prefermentativos (sulfitacién, maceracion); condiciones durante el periodo de fermentacién (pH,
temperatura, nutrientes, microflora...); tratamientos postfermentativos (clarificacion, mezcla, etc.)
condiciones de afiejamiento (maduracion en botella, en barrica).

Gracias a la Cromatografia de Gases y a la Espectrometria de Masas se ha conseguido separar y
cuantificar muchos de estos compuestos. (Palacios, ef af, 1996), los cuales se han relacionado con el
aroma que producen como los siguientes:

1. Los &cidos caproico, caprico y caprilico dan un aroma suave y redondo al vino cuando se encuentran
en concentraciones de 4 a 10 ppm. Por separado se ha visto que el 4cido caproico da olores a rancio,
el caprico a citrico y el caprilico a frutas y juntos dan olores a lacteos, dulce y cremoso. Algunos
derivados de acidos grasos tienden a dar aromas frutales o a jabon.

2. El aroma a acido lo da el 1,4-butandiol, el acido hexanoico y la suma de etil-4-hidroxibutirato y
desconocidos.

3. El de alcohol el 1-butanol, 2-metil-1-propanol.

4. La astringencia los fenoles totales.

5. El dulce: 3-etil-tio-1-propanol, 1-propanol, 3-hidroxi-4,5-dimetil-2-furanona, dietilmalato,acido
isovalérico, acido octanoico, acido hexanoico, etilvainillato, 3-metil-butil-etil-9-hidroxi-nonanoato,
etil-2-metil-propanoato, la suma de 1,1-dietoxietano y 2,4-dimetil-1,3-dioxano.

6. El frutal: alcohol isobutilico, 2-femletanol,1-hexanol, alcohol isoamilico, acido hexanoico, acido
decanoico, acido octanoico, etilhexanoato, etil-laurato, etilacetato, etil-2-metil-propanoato, 3-metil-
butilacetato, hexilacetato, etilcaprilato, etil-etil-butirato, hexilhexanoato, etilcaproato, octanoato,
etil-2-metil-butirato, etilpentancato, etilbutanoato, etil-lactato, 2-metil-butil-acetato, metiloctanoato,
etildecanoato, isoamilacetato, etilcetil-3-metil-butirato, metilhexanoato, dietilsuccinato, caprato.
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7. El de manzana: relacién de etanal/acetal, o acetal, etil-2-metil-butirato, etil-3-metil-butirato,
isoamilacetato.

8. Cereza: hexanal, butirato de etilo.

9. Madera: 4-etil-fenol, alcohol bencilico, 2-etil-fenol, derivados fenolicos, 4-fenil-3-hidroxibutan-2-
ona, furfural, 2-fenil-etil-2-hidroxipropionato, dietilsuccinato, metil-4-hidroxibenzoato, etil-2-
hidroxiglutarato, suma de etil-3-metoxi-4-hidroxibenzoato y etil-3-hidroxi-4-metoxi-benzoato,
eugenol, roble-lactona.

16. Vinagre: acido acético y etil acetato.

11. Flores: hexanol, 2-feniletanol, alcohol bencilico, 4cido octanoico, dcido decanoico, etil-2-hidroxi-3-
fenil-propanoato, etil-2-metil-propancato, etil-octanoato, [B-butil-hexanoato, etil-butanoato, etil-2-
hidroxi-propionato, hexilacetato, feniletilacetato, etiloctanoatro, dietilsuccinato, 2-fenetilacetato,
etithexanoato, monoterpenos, suma de pantolactona y 4-etilguayacol, limoneno, naftaleno, linalool,
nerol, suma de etil-9-decenoato y damascenona, suma de 1,1-dietoxietano y 2,4-dimetii-1,3-dioxano,

suma de acido butirico y hortrienol (Lorenzo, 1996). '
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capitulo 111

METODOLOGIA

3.1 RESISTENCIA DE LA CEPA Saccharomyces cerevisiae var. chevalieri  CONTRA
LEVADURAS ZIMOCIDAS.

3.1.1 Microorganismos.

La cepa de estudio fue aislada de pulque e identificada como Saccharomyces cerevisiae var.
chevalieri segln lo descrito por Estrada (1995).

Para conocer la resistencia de la levadura de estudio se utilizaron cepas de coleccion cuya toxina
est4 perfectamente caracterizada.

Las cepas que se probaron fueron las siguientes:

' 'KluyVeramyces mamanusNCYC s75

Las cepas NCYC fueron obtenidas de la National Collection of Yeasts Cultures, Norwich, Inglaterra, y
las cepas NRRL de Northern Regional Research Laboratories, Preoria Illinois, EUA.

3.1.2 Conservacién de cepas.

~ Todas las cepas se conservaron hajo refrigeracion en tubos de ensaye utilizando medio GELPA
compuesto de:

GLUCOSA (2%)

EXTRACTO DE LEVADURA (0.5%)
PEPTONA DE GELATINA (1%)
AGAR BACTERIOLOGICO (2%)
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3.1.3 Propagacion.

Para la propagacion de todos los microorganismos incluyendo 1a cepa de estudio se utilizé medio
GELP similar al GELPA solo que sin el agar microbiologico.

Se ajusto a un pH de 4.8 con solucion de fosfatos.

La propagacion se realizo en matraces Erlenmeyer de 500 ml, con un volumen de trabajo de 150
ml; se incuban durante 3 dias a 28°C a 150 rpm, en incubadora con agitacion rotatoria New Brunswick
G-25

3.1.4 Determinacion de crecimiento

El crecimiento se midi6é por turbidimetria, se media la absorbancia inicial y final del medic con el
microorganismo a 650 nm. Se compard contra una curva patrén de absorbancia contra peso seco. La
determinacion se realizé en un espectrofotometro Shimadzu UV-160 A,

3.1.5 Deteccién de la sensibilidad de la cepa de estudio a los factores aniquilantes.

Una vez propagada la cepa de estudio en medio liquido se adicioné 0.5 mi del cultivo en la
supetficie de medio GELPA con 0.003% de AZUL DE METILENO en caja petri, para formar un tapete
sobre el agar, con una concentracion de aproximadamente 10* g/ml, y distribuyendo con un rodilio de
vidrio. Se hicieron cuatro pozos en e} agar y en ellos se inocularon 50 pl del cultivo de la cepa zimocida,
con la misma concentracién de microorganismos que el tapete anterior. Las placas se incubaron a 28°C

“durante 4 dias observindose una vez por dia. Un halo claro airededor del pozo con un borde de color

azul mas intenso, indica que no hubo crecimiento de la levadura de estudio, por lo que se concluy6 que
la toxina de la levadura aniquilante es letal para ésta.
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3.2 CARACTERIZACION DE LA LEVADURA EN ESTUDIO.

3.2.1 Propagacién de la levadura

Se propago en el medio liquido GELP, se inoculd una asada en 150 ml de medio contenido en un
matraz Erlenmeyer de 1L.

3.2.2 Peterminacion de crecimiento

Ademas de turbidimetria, el crecimiento se midié utibzando una camara de Neubauer, una vez
cada 24 horas, tifiendo 1 m! de mosto con microorganismo y adicionando 4 ml de azul de metileno al
1% vy aforando a 50 ml; finalmente se ponfa una muestra en la camara de Neubauer y se contaba el
numero de células vivas,

3.2.3 Tolerancia al etanol

En matraces Erlenmeyer de 250 ml que contenfan 50 mi del medio GELP se incubaba | mi de la
levadura de estudio que provenia del cultivo de propagacion, en presencia de: 5, 10, 11, 12, 13, 14y .
15% (v/v) de etanol y se observaba si habia crecimiento por turbidimetria después de 72 h de incubacién
a 30°C y 200 r.p.m. de agitacion, en incubadora con agitacion rotatoria New Brunswick G-25.

3.2.4 Determinacion del pH 6ptimo de crecimiento

Se utilizé medio GELP pero ajustando el pHa 2.5,3.0,3.5,4.0,4.5,5.0,5.5,6.0,65,70,75,
8.0, 8.5, con solucion de fosfatos; se usaron matraces Erlenmeyer de 250 ml que contenian 50 ml de

~medio y se incubaba 1 ml del cultivo de propagacion como en el caso anterior, se media si habia o no

crecimiento por turbidimetria después de incubar por 72 h a 30°C con una agitacion de 200 rpm.

3.2.5 Crecimiento a altas concentraciones de aziicar,

Se utilizé6 1 mi del cultivo de propagacion proveniente de matraces Erlenmeyer de 250 ml. Se
observd si habia o no crecimiento por turbidimetria después de incubar 72 h. a 30°C y con una agitacion
de 200 rpm utilizando el siguiente medio: MgSO4 0.05 %, extracto de levadura 0.5% y se vario la
cantidad de glucosa en 40, 80, 120, 160, 200, 240, 280 y 320 g/l, y de sulfato de amonio 12, 24, 36, 48,
60, 72, 84 y 90.5 g/L.. Se ajusto el pH a 4.8 con solucion de fosfatos.
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3.2.6 Tolerancia a altas temperaturas

En matraces Erlenmeyer de 250 ml que contenian 50 ml del medio GELP, se incubaba 1 mi de la
levadura de estudio que provenia del cultivo de propagacion exponiéndo a la levadura a las siguientes
temperaturas; 26, 29, 31, 34, 37, 41, 44 °C y se determinaba si habia o no crecimiento por turbidimetria
después de 72 h de incubacidn a 200 rpm de agitacion.

3.2.7 Resistencia al metabisulfito de sodio
En matraces Erlenmeyer de 250 ml que contenian 50 ml mosto de uvas blancas (22.5°Bx) y tintas

(18.5°Bx), se inoculé 1 ml del cultivo de propagacion, se utilizaron 100, 200, 300 y 400 ppm de
metabisulfito de sodio. Se observo si habia crecimiento o no después de 6 dias por turbidimetria.
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3.3 PROCESO DE VINIFICACION

Uno de los propésitos de este estudio fue la elaboracion de vinos de forma similar a los que se
elaboran en'la industria, por lo que fue necesario trabajar en una industria vitivinicola ubicada en la
region viticola de Querétaro, especificamente en la empresa “ Los Eucaliptos ”, en Ezequiel Montes
Querétaro.
3.3.1 Técnicas analiticas en mostos y vinos.
La cuenta de levaduras viables se realizé por medio de la camara de Neubawer.

Para los azacares totales se utilizé un Brixémetro.

Para acidez total: se tomaron 15 ml de muestra, se adicionaron 2 gotas de fenolftaleina y se neutralizo
con NaOH. ' S

Para 1a determinacion de etanol se destilaron 250 ml de muestra, se recogieron 200 mi del destilado y
se leyo la concentracion del etanol por medio de un alcoholimetro.

Para determinar sulfuroso total se utilizaron 50 ml de muestra, se adicionaron 15 ml de KOH, se dejé
reposar 15 min, después de este tiempo se adicionaron 2 ml de almidén y 10 ml de H,S0, vy se titul6 con
Iodo.

3.3.2 Variedad de uvas utilizadas.

Uva blanca: Sainf .{Emillion (Ugni bianc).
Uva tinta: Cabernet Sauvignon.

Ambas procedentes de vifiedos localizados en el estado de Querétaro.

3.3.3 Preparacién del inéculo

Una asada de la cepa Saccharomyces cerevisiae var. chevalieri se propag6é en medio GELP
durante 30 h a 30°C, de aqui se tom6 1 ml y se propagd en 200 ml de un mosto de uvas blancas y en
uno de tintas; después se traslado a uno de 700 ml hasta alcanzar una concentracién de 10° levaduras/mi,
todo en las mismas condiciones de temperatura.

24



PR RER LGP ROB RIS SSYPECGAYEST

3.3.4 Diseiio de tratamientos.
Se disefiaron cinco tratamientos para cada tipo de uva a utilizar:

Fl Tratamiento 1: Fue un mosto que se pasteurizé y se sulfité (adiciond S0,) y se le adiciond el
indculo de estudio. En este tratamiento nos interesaba conocer de qué forma crece nuestra cepa de
estudio sin la presencia de la flora asociada a las uvas y ademas el efecto que ejerce et SO en ella.

A: VINOTINTO  1: VINO BLANCO

Tratamiento 2: Fue un mosto que también se pasteurizé y se le adicioné el inéculo de estudio pero no
se sulfitd, esto con la finalidad de conocer el crecimiento de nuestra cepa de estudio sin la presencia de
SO,y de microorganismos acompafiantes en las uvas.

B: VINO TINTO- 2. VINO BLANCO

Tratamiento 3. En este caso se usd un mosto no pasteurizado, sulfitado y adicionado con la cepa de
estudio, en este tratamiento 1o que se deseaba evaluar era el crecimiento de nuestra cepa en presencia de
la flora asociada a la uva y el efecto del sulfuroso.

C: VINOTINTO 3 VINO BLANCO

Tratamiento 4. Este tratamiento fue similar al anterior solo que no se sulfitd, en este caso la flora
microbiana vendrd a ser mayor ya que no hay sulfito que detenga el crecimiento de cierta parte de
MiCToorganismos.

D: VINO TINTO  4: VINO BLANCO

Tratamiento 5: Este fue nuestro mosto control, el cual consté de un mosto no pasteurizado, sin el
microorganismo de estudio y con SO;. Estas son las condiciones normales de elaboracion de vino en
esta fabrica. ' |

E: VINO TINTO 5. VINO BLANCO
Estos tratamientos se llevaron a cabo para los dos tipos de uvas, es decir se manejaron 10

tratamientos, y en €l proceso de vinificacion de forma general que se describe a continuacidn algunos
pasos seran omitidos por la diferencia de los tratamientos.

25



ot

Y

L Tl N & W

SEE N RILY AR FUTE R RS L R S

3.3.5 Proceso de vinificacion de las uvas blancas

VENDIMIA: Se llevé a cabo el corte de uvas y la coleccion de éstas en canastillas de plastico.

MOLIENDA: En este proceso se extrajo el jugo de las uvas y se separo el hollegjo (céscara} y el raspon
(tronco donde se sostienen los granos de uva).

PASTEURIZACION: Se calent6 el jugo de uvas a 70 °C durante 30 min (OPCIONAL).
SULFITADO: Se adicion6 metabisulfito de potasio (160 ppm) (OPCIONAL).

ENCUBADO: Se colocaron aproximadamente 17 L de mosto de uva en garrafones de vidrio de 19L
SIN hollgjo.

INOCULACION: Se adiciono 5% (v/v) del pie de cuba (OPCIONAL).

FERMENTACION: Se sigui6 la fermentacion por medio del consumo de azucares, aumento de etanol
y levaduras viables. Se llevo a cabo aprox. a 23°C hasta agotar los azicares.

ADICION DE SACAROSA: En algunos casos para obtener mayor concentracion de etanol es
necesario este paso, fundamentalmente cuando las uvas tienen baja concentracion de este azicar y se da
por las condiciones climaticas de ese afio de cosecha. La cantidad a adicionar dependerad de la
concentracion de etanol que se desee producir, considerando la fase de crecimiento de los
microorganismos y el vino a elaborar.

TRASIEGO: Una vez que se consumieron los azicares fermentables, el mosto.se trasladd a otro
garrafon separandolo de las borras (hollejo, semillas y todo lo que se haya precipitado).

CLARIFICACION: Se adicioné caseina (20g/hl) y bentonita (60g/hl) previamente hidratadas.
SEGUNDO TRASIEGO: Se trastadé el vino a otro recipiente separandolo de borras.
FILTRACION: Se hizo pasar el vino a través de un filtro de celulosa.

EMBOTELLADO : En botellas de vidrio verde de 750 ml con tapon de corcho.
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3.3.6 Proceso de vinificacion de 1as uvas tintas

VENDIMIA: Se llevé a cabo el corte de uvas y la coleccion de éstas en canastillas de plastico.
MOLIENDA.: Se extrajo el jugo de las uvas y se separ6 el raspon.

PASTEURIZACION: Se calent6 el jugo de uvas a 70 °C durante 30 min(OPCIONAL).
SULFITADO: Se adiciond metabisulfito de potasio (160ppm) (OPCIONAL).

ENCUBADQO: Se colocaron aproximadamente 17 L de mosto de uva en garrafones de vidrio de 19L,
dejandolo en contacto con los hollejos (cascara de la uva).

INOCULACION: Se adicion6 5% (v/v) del pie de cuba (OPCIONAL).

FERMENTACION: Se sigui0 la fermentacion por medio del consumo de azticares, aumento de etanol
y levaduras viables. Se Hevd a cabo aprox. a 23°C hasta agotar los azicares.

ADICION DE SACAROSA: En algunos casos para obtener mayor obtencién de etanol es necesario
este paso, fundamentalmente cuando las uvas tienen baja concentracion de este azicar y se da por las

condiciones climaticas de ese afio de cosecha. La cantidad a adicionar dependera de la concentracién de

etanol que se desee producir, considerando la fase de crecimiento de los microorganismos y el vino a
elaborar.

TRASIEGO: Una vez que se consumieron los azﬁcarés fermentables, el mosto se traéladc') a otro
garrafon separandolo de las borras y de los orujos (cascara de 1a uva posterior a la fermentacion),
CLARIFICACION: Se adicioné grenetina y bentonita previamente hidratadas.

SEGUNDO TRASIEGO: Se trasladé el vino a otro recipiente separandolo de borras (sedimento). |
FILTRACION: Se hizo pasar el vino a través de un filtro de celulosa.

EMBOTELLADO : En botellas de vidrio verde de 750 ml con tapon de corcho.
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3.4 DETERMINACION DE LA CALIDAD FISICOQUIMICA DE LOS VINOS ELABORADOS
CON RESPECTO A LA NORMA OFICIAL MEXICANA,

3.4.1 Determinacion de etanol

Se llevo a cabo por medio de la Técnica Semichon-Flanzy-Jaulmes, en lugar de la que se
describié anteriormente, debido a que la Norma Oficial Mexicana determina que para analisis
fisicoquimicos es necesario usar esta técnica, la que describo a continuacion:

Se coloco en el vaso destilador de un destilador de micro kjeldal 15 ml de vino y se recibio 1 ml
del destilado en 25 ml de solucién de dicromato de potasio. Posteriormente se hirvié en bafio maria
durante 3 minutos, finalmente se enfrid vy se titulé con una solucion de sulfato ferroso amoniacal, como
indicador se usa o-fenantrolina ferroso.

3.4.2 Daterminacién de acidez total

Se realizd una titulacion de 10 ml de vino con NaQH 0.1 N utilizando azul de bromotimol como
indicador.

3.4.3 Determinacion de acidez volatil

Se colocd en la copa del microdestilador 25 ml de vino y se recibieron aproximadamente 40 ml
de destilado en un frasco gerber que contenia 10 m! de agua destilada fria y se titulé con NaOH 0.01 N
usando azul de bromotimol como indicador.

3.4.4 Determinacion de azucares reductores directos

Se utilizo el método de Fehling (Modificacion de Causse Bonnans). Primero se titulo el reactivo
de Fehling (tartrato de sodio y potasio, NaOH, CuS8Q;, ferrocianuro de potasio) con una solucién de
glucosa al 0.5% usando como indicador azul de metileno. Se calentaron 10 ml de muestra con 5 mi de
HCl por 3 minutos, posteriormente se enfrid y se neutralizé con NaOH y se aforé a 50 ml, se
adicionaron 5 ml de subacetato de plomo al 25%, se agito y se filtro; el filtrado se titulé con el reactivo
de Fehling.
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3.5 EVALUACION SENSORIAL
3.5.1 Jiieces.

Se contd con la colaboracién de seis jueces, todos estudiantes de la Universidad Iberoamericana.
Estos jueces habian sido previamente entrenados para analizar vinos sensorialmente usando el método
de Anélisis Descriptivo Cuantitativo (QDA) (Santillan, 1595).

3.5.2 Descripcién de sabor y aroma. '

Se llevaron a cabo 5 sesiones en las cuales se les proporciond las muestras 5 (vino blanco
adicionado con metabisulfito de potasio y sin el microorganismo de estudio, es decir es el tipo de vino
que se produce industrialmente) v E (vino tinto adicionado con metabisulfito de potasio y sin el
microorganismo de estudio, es decir es como el tipo de vino que se produce industrialmente), durante
estas sesiones se les pidid a los jueces que describieran al vino en sabor y aroma.

3.5.3 Definicion de atributos.

Con el vocabulario generado durante la Etapa I se seleccionaron los 7 atributos de mayor
aparicion para cada tipo de vino que se dieron tanto en aroma y sabor. En esta etapa a los jueces se les .
proporcionaron muestras de los vinos 5 y E a las cuales se les resaltaron notas con los 7 atributos, para
discutir las definiciones y las referencias de lo mas intenso en cada atributo. Esto se llevo a cabo usando
vino y agua como solvente de la siguiente forma :

Para definir alcohol se utiliz6 etanol GR. al 35%.

Para 4cido se utilizo acido citrico G.R. 0.04g/100 ml de solucion.
Para dulce se utiliz6 sacarosa G.R. 0.8g/100 ml de solucion.
Para salado se utilizo NaCl G.R. 0.15g/100 ml de solucion.

Para amargo se utiliz6 cafeina G.R. 0.03g/100 mi de solucién.
Para manzana se utilizé un sabor artificial a manzana al 0.1%.
Para afrutado se utiliz6 un sabor artificial a afrutado al 0.1%
Para uva se utilizé un sabor artificial a uva al 0.1%

Para astringente se utilizo raspon de uva.

Las concentraciones se calcularon segiin Jellinek, (1980) y Firmenich fue el proveedor de los
sabores artificiales.

Estas dos etapas se pueden resumir de la siguiente forma, primero se les proporcioné a los jueces
una muestra de vino blanco y una de tinto con el fin de que describieran a ambos vinos con palabras, una
vez contabilizadas las frecuencias de aparicion de cada palabra se eligieron 7 palabras o 7 atributos (los

‘de mayor aparicion), de aqui se prepararon soluciones que representaron a cada atributo en una forma

intensa, por ejemplo para el atributo alcohol se utilizé una solucién de alcohol al 35%, con eso los
jueces acordaron que esa iba a ser la nota a alcohol, que a esa sensacion se referian a alcohol v ademas
eso era o mas intenso cuando se referian a esa nota.
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3.5.4 Evaluacion.

. Se utilizé un cuestionario de evaluacion similar al que uiilizd Santillan, (1995), que presento a
=i continuacion: '

I . 1. Para la evaluacion sensorial de los vinos blancos se utilizo el siguiente cuestionario:
o
-l

NOMBRE: FECHA: .

Tnstrucciones: Evalte y califique cada uno de los atributos que se listan a continuacion. Marque sobre la escala una linea vertical que

» describa la intensidad del descriptor que esta evaluando.
'r MUESTRA:
:i ALCOHOL areeee] I
e ACIDO I I
- DULCE E I

- SALADO ek I
» AMARGO I I

MANZANA I I

gy AFRUTADO —_ I
- 1. Para vinos tintos se usé ¢l siguierite cuestionario:
» NOMBRE: FECHA:

et TAOR VI GRS YRR ik o il

Instrucciones: Evalile y califigue cada uno de tos atributos que se listan a continuacion. Marque sobre la escala una linea vertical que
describa la intensidad del descriptor que esta evaluande.

MUESTRA:
ALCOHOL I I
ACIDO L ; |
SECO L I
SALADO I I
AMARGO I T
ASTRINGENTE I I

UVA

—
L

En la evaluacién de las muestras, se calificaba la intensidad en sabor de cada atributo; se les
propotciondé en una sesién las muestras 4 v 5 con el cuestionario correspondiente y después de
aproximadamente 30 minutos se les proporcioné las muestras C, D v E con su cuestionario, entre cada
muestra ellos tomaron agua v galletas habaneras para eliminar el sabor de la muestra anterior. También

se tenian muestras con notas resaltadas para que en caso de que algin juez tuviera que recordar algiin
atributo, lo solicitara para comparar y evaluar la (o las) muestra.

Se llevaron a cabo 2 sesiones sintilares a la anterior para tener 3 repeticiones en total.
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3.6 PERFILES CROMATOGRAFICOS
3.6.1 Preparacion de las muestras.

Se diluyeron los vinos al 65% y se pasaron a través de discos de extraccion de fase reversa

. utilizando discos de octadecil (C;s) de 40 mm de tamafio de particula, y 47 mm de didmetro de la marca

Supelco, posteriormente los compuestos retenidos en el disco se eluyeron con diclorometano y se
CONCEntraron con Nitrogeno gaseoso.

3.6.2 Obtencién de perfiles por Cromatografia de Gases.
Posteriormente se toméd 1 mi del concentrado de la operacion anterior y se inyectd en un

Cromatografo de Gases de las siguientes caracteristicas: Cromatografo 5890A HP con un detector FID,
Integrador HP3396A. Se utilizé6 una Columna Capilar SP 1000 de 30 m X 0.32 mm X 0.25 mm. Se

* utilizaron los siguientes flujos:

m Split: 30 mi/min
® Purga: 4.2 ml/min
® Detector: nitrégeno 30 ml/min, hidrogeno 33 8 ml/min, aire 315 mi/min.
La velocidad de calentamiento fue de 25°C/min, la temperatura inicial fue de 60°C y la ﬁnal de 220°C.
Se utiliz6 un tiempo final de 30 min. Se realiz6 en Split.

3.7 ESPECTROMETRIA DE MASAS,

El Espectrometro de Masas conserva las mismas caracteristicas y programa de temperaturas
descritos para el Cromatografo de Gases pero difieren en €l detector que en este caso es un detector de
Espectrometria de Masas con software de integracion de HP.
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r capitulo IV
=
X RESULTADOS
:. 4.1 RESISTENCIA DE LA CEPA EN ESTUDIO CONTRA LEVADURAS ZIMOCIDAS.
L De acuerdo a los resultados obtenidos, se observé un halo de inhibicion, en la caja petri
| correspondiente a la levadura Kluyveromyces marxianus {(con factor aniquilante Kio), lo cual quiere
- decir que la toxina producida por este microorganismo resulta letal para la levadura que se estd
. 4 estudiando.

Solo en este caso se observd un halo de inhibicion, con las restantes levaduras aniquilantes que
. se probaron, se observo crecimiento sin inhibicion de la levadura en estudio.
. | |
:! 4.2 CARACTERIZACION DE LA LEVADURA EN ESTUDIO.

4.2.1 Tolerancia al etanol

La figura 4.2.1 muestra que la maxima concentracion de etanol tolerada fue de 11%.

lev (giL)

6 5 140 11 12 13 14 16
%{viv} etanoi

Fig. 4.2.1 Curva que muestra el crecimento de la levadura en estudio a diferentes concentraciones de etanol.

4.2.2 Determinacién del pH 6ptimo de crecimiento

En la figura 4.2.2 podemos observar una curva en la que tenemos una meseta que nos representa
el maximo crecimiento, en un rango de pH alrededor de 3 a 7. En fermentaciones de mostos de uva se
trabaja en un pH aproximadamente de 4, lo cual nos asegura el crecimiento de nuestra levadura, no
obstante, la levadura de estudio mostré6 una muy amplia tolerancia al pH, mostrando la capacidad de
crecer desde un pH neutro hasta muy 4cido.
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1.3 4
1.6 4
1.4 4
1.24

44
0.8 4

lev {giL)

0.5 4
044

e ey
25 3 35 4 45 5 55 8 85 7 75 8 a5

pH

Fig. 4.2.2 Cutva que representa el crecimiento de la levadura en estudio a diferentes pH.

4.2.3 Crecimiento a altas concentraciones de sustrato

Cuando se estudiaron diferentes concentraciones de glucosa en el medio de cultivo se observo
que el crecimiento de la levadura no se vio alterado (ver figura 4.2.3) en un rango de 120 a 280 g/l de
glucosa. Esto implica que se trata de una levadura osmotolerante, capaz de crecer en concentraciones de |
hasta 28% de glucosa sin problemas de inhibicion. Para el caso de los mostos de uva se tiene como
maximo en los climas mas calurosos una concentracion de 300 g/l (Margalith, P., 1981), lo cual también
asegura la utilizacion de éste aziicar en mostos con altas concentraciones de aziicares.

2.6
2
15
1
0.5

lev {g/L)

n T T T T T T T 1

40 120 200 280
giL glucosa

Fig. 4.2.3 Curva que representa el crecimiento de }a levadura en estudio a diferentes concentraciones de glucosa.

4.2.4 Tolerancia a altas temperaturas

En la figura 4.2.4 se observa el crecimiento de la levadura en estudio a diferentes temperaturas
comenzando con 26°C y con una temperatura final de 44°C. En este caso observamos un crecimiento
méximo a 29°C; mientras que a 44°C se detuvo ¢l crecimiento. Dado que observamos crecimiento desde
los 26°C, la levadura entra en la clasificacion de levaduras mesofilas.
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lev (g/L)

o T L L3 L] Ll
26 29 32 35 38 41 44

TEMPERATURA (°C)

Fig. 4.2.4 Curva que representa el crecimiento de la levadura en estudio a diferentes temperaturas,

4.2.5 Resistencia al metabisulfito de sodio

Cuando se utilizaron diferentes dosis de metabisulfito de potasio en mostos se observod que para
el caso del mosto de uvas blancas, la levadura en estudio resistié hasta 300 ppm, como podemos
observar en la fig. 4.2.5, donde casi no hay diferencia entre 0 ppm de sulfuroso y las otras dosis
empleadas, con excepcion de 400 ppm donde si se registrd una inhibicion severa.

Para el caso del mosto de uvas tintas, la levadura resistié hasta 200 ppm (ver fig 4.2.5), pero
para el caso del mosto que no contenia sulfuroso se obtuvo mayor niimero de levaduras y fue
disminuyendo conforme se aumentoé ta dosis de sulfuroso, lo cual implica que la inhibicion en este caso
fue mas notoria, mostrandose inhibicion completa a partir de 300 ppm.

Cabe mencionar que el retardo de crecimiento fue menor en los mostos de uvas tintas, como
puede observarse en los primeros tres dias en las gréaficas 4.2.5. i

MOSTO DE UVAS BLANCAS MOSTO DE UVAS TINTAS
160 —o—0ppm 60 —&—0 ppm

y —=— 100 ppm z —a— 100 ppm
S 100 — —200 ppm 5 40 — —200 ppm
§ 80 " —x—300 ppm | E 20 ‘ =300 ppm

0 —3%— 400 ppm 0 —N—400 ppm

i 2 3 4 § & 1 2 3 4 5 &
tietipo (dias) tiempo (dias)

Fig. 4.2.5 Curvas que representan el crecimiéiito de la levadura en estudio después de sets dias utilizando
diferentes concentraciones de sulfuroso.
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4.3 PROCESO DE VINIFICACION

Con relacion a la vinificacién se llevaron a cabo 5 tratamientos, cuya descripcion y resultados de
las cinéticas de fermentacion se muestran a continuacion: :

[ | TRATAMIENTO UNO ]

En este tratamiento se pasteurizd tanto el mosto de uvas tintas como el de uvas blancas, la
pasteurizacién fue a 70°C durante 30 min. Posteriormente se adiciono el indculo o pie de cuba, y
finalmente se agregd metabisulfito de potasioc en la concentracion sefialada.

PARA EL VINO BLANCO (VINO 1):

Se observé un retraso en el crecimiento de la levadura de estudio, en el consumo de aziicares asi
como en la produccion de etanol, debido a la adicién de metabisuifito de potasio (fig.4.3.1.). Al sexto
dia se observé consumo de aziicares con la respectiva produccién de etanol y crecimiento de la levadura,
el crecimiento tuvo un méaximo al noveno dia y al disminuir la cuenta de las levaduras disminuyé el -
cofisumo de azticares, alcanzando al final de la fermentacion 11 °G.L. de etanol al onceavo dia.

——°Brix i
~B— Etanol (°G.L)
Lev (EDImIJ

i 2 3 4 5 & .7 8 9 10 11
Tiempo (dias)

Fig.4.3.1. Grafica que representa el consumo de aziicares (disminucién de °Brix), produccion de etanol (°GL) y el
crecimiento microbiano ( lev (E7)/ml ) en vino blanco con el tratamiento 1.

PARA EL VINO TINTO (VINO A):

El consumo de azicares se observd desde el primer dia, agotando los az(icares al octavo v
llegando a producir 8 °G.L., por lo que se adicioné sacarosa (fig 4.3.2.). En este caso se alcanzaron 15.6
°G.L en veintitrés dias. El mayor nimero de levaduras fue al octavo dia.

Como podemos observar esto difiere de la tolerancia que tuvo al etanol que fue de 11%. Esto
podria deberse a que los mostos de uvas contienen componentes que hacen a la membrana celular de la
levadura m4s resistente al etanol. Adicionalmente, la tolerancia medida a altas concentraciones de etanol
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™ desde el inicio de la fermentacion, résulta en una mayor inhibicién que cuando el etanol es producido por
{a misma levadura en forma gradual a lo largo de la fermentacion.

- |
~ 20
5.
f"‘ 19 ';.'
- L w0l
sl ~—Bx ]
) e T —m— Banol (°G.L) |
_ l O i i i e SRR, Lev (ET)/mi '
' ]135791113151?192123 I
e ! Tiempo (dias) (
= L —
3 Fig. 4.3.2 Grifica que representa el consumo de azicares (disminucion de °Brix), produccion de etanol (°GL) y el
, " crecimiento microbiano ( lev (E7)/ml ) en vino tinto con e tratamiento 1. .
I [ TRATAMIENTO DOS |
s Se pasteurizaron los mostos en las mismas condiciones que el anterior, posteriormente se

F R adiciono el pie de cuba y NO se agregd metabisulfito de potasio.

¥ PARA VINO BLANCO (VINO 2):

La ausencia de metabisulfito permiti6 el inmediato crecimiento microbiano por lo que desde el

primer dia se observd consumo de azicares y produccion de etanol (fig 4.3.3). Se observé el maximo
numero de células al octavo dia, alcanzando 10 °G.L. de etanol al final de la fermentacion que fue al

onceavo dia.

25 -
0%
15 4+
104
—&—°Brix
54 —B— Btanol (*G.L.)
Lev (E7)mi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 |

) o
"
)
)+
o
,\..—
1
’,«.
1"”?“
"'- Tiempo (dias} [
>
r &
»
£
5
&

J

Fig. 4.3.3. Grafica que representa el consumo de aziicares (disminucién de °Bx), produccién de etanol °GL) y el
crecimiento microbiano ( lev (E7)/ml ) en vino blanco con el tratamiento 2.
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 PARA VINO TINTO (VINO B).

En este caso se agotaron los azicares al sexto dia y se adiciond sacarosa, en este momento se
tenian 8.5 °G.L. y finalmente se alcanz6 una concentracion de etanol de 15 °G.L (fig 4.3.4) en veintitrés
dias. La concentracion maxima de levaduras se alcanzo en el noveno dia.

8
18 ®
16 4
14 4+
12 4

| ——°Brix |
kR - P - | —— Btanoi (°G.L.)
0wt ———+ . N S Sy | Lev(EDm |
1 3 5.7 9 11 1315 17 19 21 23
Tiempo (dias)

Fig. 4.3.4 Grafica que representa el consumo de azucares en vino tinto (disminucién de °Bx), produccién de
etanol (°GL) y el crecimiento microbiano ( lev (E7)/ml ) en vino tinto con el tratamiento 2,

{ TRATAMIENTO TRES I

' Para este tratamiento NO se pasteurizé el mosto, pero se adiciond el pie' de cuba y se agregd
metabisulfito de potasio.

PARA VINO BLANCO (VINO 3):

Se observo un retraso en la fermentacion por la adicion de metabisulfito, y fue hasta el noveno
dia donde comenzé el consumo de azGcares por parte de los microorganismos (fig 4.3.5), su
crecimiento méximo fue en el dia doce y se alcanzaron 11 °G.L. en el dia catorce, Gltimo dia de
fermentacion.
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—o— °Brix
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Fig. 4.3.5 Grafica que representa el consumo de azicares en vino blanco (disminucién de °Bx) produccion de
etanol (°GL) y crecimiento microbiano ( lev (E7)/ml ) en vino blanco con el tratamiento 3.

PARA VINO TINTO (VINO C}:

El cotisumo de az(cares se observo desde el primer dia agotandose éstos al sexto, y alcanzando
8 °G.L.(fig 4.3.6), pot lo que se adiciond sacarosa y al catorceavo dia se alcanzaron 13 °G.L. En el
onceavo dia se observo el maximo crecimiento microbiano.

15 1%
 aa
10 R

[ —a— " Brix
—a— Ranol (°G.L.)
l Lev (EN)mi

1 3 5 7 g 11 13
Tiempo (dias)

Fig 4.3.6 Grafica que répresenta el consumo dé azncares (disminucién de °Brix), producéion dé étanol (°GL) y
crecimiento microbiano ( lev {E7)/ml ) en vino tinto con el tratamiento 3.

L TRATAMIENTO CUATRQ |

En este tratamiento NO se pasteurizd el niosto, se adicioné el pie de cuba y NO se le agregd
thetabisulfito de potasio.

PARA VINO BLANCO (VINO 4).
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Por la ausencia de metabisulfito, el consumo de azicares fue inmediato, observando un
crecimiento microbiano maximo al tercer dia (fig 4.3.7), se obtuvieron 11 °G.L. de etanol al final de la
fermentacion que fue de diez dias.

~-— *Brix
—&— Banol {°G.L.) !
Lev {(E7)/mi }

Or_.

t 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tiempo [dias)

Fig. 4.3.7 Grafica que representa el consumo de azicares en (disminucion de °Brix), produccién de etanol
(aumento de °GL) y el crecimiento microbiano { lev (E7)/mi ) en vino blanco con el tratamiento 4.

PARA VINO TINTO (VINO D):
Se agotaron los azicares en el sexto dia obteniendo 8 °G.L. pero se adicioné sacarosa vy se llegd -

a una concentracion de 11.4 °G.L (fig 4.3.8). La maxima concentracion de levaduras fue en el séptimo
dia. La fermentacién fue de 14 dias.

0 Brix
—a— Banol ("G.L.) i
| Lev (EN)m | |
- f
|
|

1 3 5 7 9 11 13

Tiempo (dias)

Fig 4.3.8. Grafica que representa el consumo de azicares (disminucion de °Brix) produccién de etanol (°GL) y el

crecimiento microbiano ( lev (E7)/ml ) en vino tinto con el tratamiento 4.

| TRATAMIENTO CINCO O VINO CONTROL |

Esta fue una fermentacion como se lleva a cabo en la industria, donde sdlo se adiciona
metabisulfito v NO se utiliza pie de cuba.

PARA VINO BLANCO (VINO 5):
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Aqui se observé que hasta el décimo dia se inicio el consumo de aziicares (fig 43.9), peroen
cuatro dias més se agotaron los azdcares fermentables, y finalmente se obtuvieron 10 °G.L. en catorce
dias de fermentacion.

—&—°BRIX
—#—ETANOL

0 2 4 6 8 10 12 14
TIEMPO (dias)

Fig 4.3.9 Grafica que representa el consumo de azucares (diminucion de °Brix) y produccion de etanol (°GL) en
vino blanco con el tratamiento 3. (control). ' '

PARA VINO TINTO (VINO E):

En este caso en el quinto dia se agotaron los azlicares alcanzando una concentracion de etanol de -
8 ° G.L., después de adicionar sacarosa la produccion final de etanol fue de 13.6 °G.L.(fig 4.3.10) en 12
dias.

—&—"Bx
——ETANOL

™ 1 rrr

0 2 4 € 8 1 12
TIEMPO {dias)

Fig 4.3.10 Grafica que representa el consumo de azicares (disminucion de “Brix) y produccion de etanol (°GL) en
vino tinto con el tratamiento 5 (control).
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4.4 DETERMINACION DE LA CALIDAD FISICOQUIMICA DE LOS VINOS ELABORADOS

DE ACUERDO A LA NOM.

4.4.1 Determinacion de etanol

En los vinos blancos 1, 2 y 3 se presentd un problema de contaminacion llamada “flor”, esta es
una contaminacién por levaduras que acidifican y enturbian el vino. Por lo que contamos sélo con los

vinos 4 y 5 para continuar con los analisis.

Yino 4: Este vino no fue sulfitado y contaba con pie de cuba (indculo)
Vino 5: Este vino fue sulfitado y no contaba con pie de cuba (indculo).

En el analisis de etanol se obtuvo lo siguiente:

141
5131

En vinos tintos se abtuvo:

Vino A: Este vino se pasteurizo, fue sulfitado y tenia pie de cuba (indculo)

Vino B: Este vino se pasteuriz6, no fue sulfitado y tenia pie de cuba (inoculo)
Vino C: Este vino no se pasteurizo, fue sulfitado y tenfa pie de cuba (in6culo)
Vino D: Este vino no se pasteurizo, no fue sulfitado y tenia pie de cuba (indculo)
Vine E: Este vino no se pasteurizo, fue sulfitado y no tenia pie de cuba (inoculo)

4.4.2 Determinacion de acidez total

En los vinos blancos se obtuvo lo siguiente:
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En los vinos tintos:

4.4.3 Determinacién de acidez volatil

En los vinos blancos se obtuvo lo siguiente:

4.4.4 Determinacion de azicares reductores directos

En las muestras de vino blanco se obtuvo lo siguiente:
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4.5 EVALUACION SENSORIAL
4.%5.1 Atributos generados

Los atributos de sabor en el vino blanco 4 fueron:

ATRIBUTO | FRECUENCIA
alcohol 22
dulce 10
dcido 35
salado 20
limén 5
amargo 20
picante 20
manzana G
afrutado 10
uva 15
metalico 4
astringente 3
agrio 4

Los atributos de aroma en el vino blanco 4 fueron:

ATRIBUTO

FRECUENCIA

acido

12

aleohol

21

fermentado

afrutado

dulce

nmanzana

pera

fermento

vinagre

ajo

uva

S€CO

duramo

suave

cebolla
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Los atributos de sabor en el vino tinto E fueron:

ATRIBUTO | FRECUENCIA
acido 33
alcohel 29
salado 13
amargo 30
astringente 13
afrutado 9
limén 6
dulce 11
madera 4
ciruela pasa 2
moras 11
seco 12
uva 7
Zarzamora 2
frutas 4

Los atribuitos de aroma en vino tinto E fueron:

ATRIBUTO FRECUENCIA

alcohol 36
frutal 9
uva 18
dcido 13
dulce 14

cereza 5 -
jerez 3
moras 11
ciruela 2
vinagre 2
madera 3
nuez moscada 2
flores 3
cerillo quemado 2
pasas 2
jarabe 2
piloncillo 2

De acuerdo a estos resultados se eligieron los atributos de mayor frecuencia en aroma y sabor y
se observé que se trataban de los mismos atributos, lo cual es de esperarse ya el sabor implica una
percepcion global integrada por excitaciones causadas en los sentidos del gusto y del olfato. Por esta
razon se decidid que para la evaluacion de todas las muestras se analizara Onicamente el sabor.
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4.5.2 Atributos a analizar

Para vino blanéo:

Bt ahial

-~ salado . amargo

gt A s il
‘Manzana:. .

Y los atributos para vino tinto

T ddde

Tatcohol

7 Sabady T

LAMTG

4.5.3 Résiiltados de la evaluacion Sensorial

De acuerdo al cuestionario que se les proporciono a los jueces se midio eit ceitimetros en unia
escala no estructurada la intensidad de cada atributo obteniendo lo siguiente:

Para la muestra de vino blanco 4

ATRIBUTO |JUEZ 1{JUEZ 2{JUEZ 31JUEZ 4| JUEZ 5{JUEZ 6
REPETICION REPETICION REPETICION REFPETICION REPETICION REPETICION
1231|2131 [2}3}1}2 |3 [1¢{2]3]112}3

Alcohol 55(600133110]21[30(56]56]36[23129[27[37146[42[29]37}34

Acido 6213424166426 66[357]51164]46]56115]40]56][507(39]42

Dulce 35131(|38|56[34140(26]|4056[28[34]29}41]38[50[61([52]43

Salado 28[36(38(36|47{48] 192735 (41[15[30[05]03 (05{02{ 0|0

Amargo 33[060152[09(19] 1523 )35[41{32[33[31|28]30]40{36(35][ 5

Manzana 4713013 [t1l15) 2244301554554 }48]|55]|50(22]48][59]6.1

Afrutado 73|51j07]18]23|4da1 56|40 a6f 0 (s7]32141]55({28]64[54]56

Para la muestra de vino blanco 5:

ATRIBUTO |JUEZ 1|(JUEZ 21JUEZ 3|JUEZ 4| JUEZ 5(JUEZ 6
REPETICION |REPETICION !REPETICION | REPETICION |REPETICION |REPETICION
1] 2 3 112 3 1 2 3 1 21311121371 2 3

Alcohol 46109 22 [19]12] 16 j40] 20 j20] 04 V161202122300 23} 08 |11

Acido 64139 14 | 0143 11 26 05 Jo2] 28 (2712618 07)27}147] 31 |25

Dulce 70132 36 |26}27} 46 |11] 18 28 127727141 |28(20)28] 42 |18

Salado 1.3{53| 50 [34]38] 54 [ 0 | 04 0 {05{ 0 {10|04f04} 001 ] O

Amargo 2068 09 [24)20] 42 |05] 24 [03] 65 [22]37] 0 [43]58]15] 32 {28

Manzana 12104 15 [22]10[ 16 [1.5) 1.8 |33 350 2 138]37[27{38] 59 |57

Afrutado 28109 29 2815 25 [ 197 32 (29| o Jo7] o0 {32[33723]34] 249 |60
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Para la muestra de vino tinto C se obtuvo lo siguiente:

ATRIBUTO JUEZ 1 |JUEZ 2{JUEZ 3| JUEZ 4| JUEZ 5|JCEZ 6
REPETICION | REPETICION | REPETICION |REPETICION  |REPETICION | REPETICION
1{2] 3 1 2 13[(1127]3 1 2131142133 14312]3
Adcohol 51171 75 123 | 56 |30[71|551401) 23 |45)123166[49]53163]38}45
Acido 30(51] 57 |24 53 [23]27{60f45] 13 [62]32[60]43]a8] 534241
Seco 40]65| 66 0 41 113145149147 1.7 {23121 }28126}128] 58 [57]49
Salado 2119 44 | 60 ] 49 {46] 0512416 18 {16105 (08|02¢04| 0 [0 ][O
Amargo 39[56] 27 [ 36| 39 {66[54|56([54] 34 [51]53[38]62]51]60][59]53
Astringente 1644 14 | 05 1 131012415 38 {5148 [30128]|31}68 |58]54
Uva 27115l 07 |47 50 42|04 [ss]17] 03 [35]35[44]49]46]50]45]46
Para la muestra de vino tinto D los resultados fueron:
ATRIBUTO |JUEZ 1|JUEZ 2| JUEZ 3| JUEZ 4{JUEZ 5|JUEZ 6
REPETICION | REPETICION | REPETICION | REPETICION REPETICION [ REPETICION
1121 3 121311213 1 2 3 1 (2131 112] 3
Alcohol 54146 67 |50]54|30(67|71140} 25| 37 [38 |40 [38}35[41}32] 55
Acido 67134 24 [21]36]09108(3.7} 30} 35| 44 33|34 [50l41[42747] 47
Sco 1.6 [41] 37 [34[46]|1.7134({37}36}05| 21 | 18] 46 [40]38[24]55} 58
Salado 26|37 19 [28]|36]|22}21| 00808 06 |04]0603[02[03]03] 0
Amargo 61168 13 |35128|09[70]|71]50]30]| 46 {39] 0 [50]20[60[4a1] 54
Astringente |18]52] 50 [o8]16] 050374513521 [ 53 [38[55[s3f51[61]47] 64
Uva 1.0]63] 1.8 [47]49) 442835 0 | 52 ] 64 {4850 |50[48153[42] 54
Para la muestta E los resultados fueron los siguientes: ‘
ATRIBUTO |JUEZ 1| JYUEZ 2|JUEZ 3|JUEZ 4| JUEZ 5|JUEZ 6
REPETICION | REPETICION | REPETICION REPETICION |REPETICION |REPETICIO
‘ N
112] 3 11213 1 2 3 1 [2f{31112[3[1]2}3
Alcohol 69177 74 |53]60[ 64|76 | 77 [60] 44 [47][34 46 }53{a8[a1]71]71
Acido 46160 33 |14]23[ 131371 18 |59} 27 [58]55]28}56]38[48]47[58
Seco 52140 47 (20[53(08[47] 38 [42] 26 [08|15]61[56]50]53]62]72
Salado 32{25| 38 [31(24|29f09 |08 [23] 11|00 [4703]08[ 0 [03]0
Amargo 6466 54 {15{24[29 |64 73 | 71| 56 [55[55]31[56]a8]54[64]61
Astringente |73[51f 33 Jo7[29[ 14587 o [41[ 14 [14]17[56(48761]63[71]73
Uva 661711 5.1 Ja6|5053 )61 ] 42 [34] 42296243 ]28][50(58[63]58
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4.5.4 Analisis Estadistico
4.5.4.1 Hipétesis

Ho: Las medias para cada atributo son diferentes.
Ha: Las medias para cada atributo son iguales.

Donde se rechazo la Ha se realizé uita comparacién de medias por el método de Duncan
para saber que muestras eran diferentes. !

Se deseaba que en ¢l caso de los vinos tintos las medias de las muestras C y E fueran
iguales.

4,5.4.2 Anilisis de Varianza

Para el atribufo amargo se obtuvieron los siguientes resultados:

'EFECTOS FRINCIPALES

Muestms . ooums 1oooopTnL 0005 0.9467
Jugcss 12071666 5 ' 29100856 0824 05437
“Repeticiones 05, 820171' B :2 C02.4143332 Soo.993 7 0.3836 ¢
RESIDUAL =~ . 79.130709. -27 29307670 ' 3

TOTAL (CORREGIDO) 97,009722 35

RESDUAL . sases w1

”P*]" E'!}”F'q *’ P‘l.fal q 9 9). (‘;.rq *, F1~{.1 q ’ ? 3@ i‘}.t q ? P (‘

En este caso se cbserva que para el atributo amargo no existe diferencia significativa entre las
muiestras de vino blanco 4y 5.

El anglisis de varianza para el atributo alcohol es el siguiente:

TOTAL (CORREGI.DO) 77.855556 35

Como se observa en este andlisis de varianza para el atribuio alcohol, si existe diferencia

significativa entre las muestras de vino blanco 4 y 5. De aqui se realiz6 una prueba de Analisis de

Rango Multiple por el método de Duncan donde se observa que el atributo alcohol se detecta con mayor
intensidad en 14 muestra 4; 16s resultados del anélisis fueron los sigulentes:
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Vino 4 -Vino 5 1.62500 *

* denota una diferencia estadisticamente significativa.

Para el atributo 4cido en las miestras 4 y 5 también se encontrd diferencia significativa en el
analisis de varianza, por fo que también se realizé un andlisis de rango multiple por ¢l método de
Duncan, v también se encontré que éste atributo erd mas intenso en el vino 4.

EFECTOSPRINC[PALES

Muestras 8 ;_ 33, 334181 L3, 334181 o 11415 00022:_3; _
Jueces. - i 12975686 . .5 . 2595137 . 0.889 05023
Repeticiones .~ [. . 2749233 0.2 1374617 . - 0471 0629
RESIDUAL . .~ 78.843597 ©° 27 29201332 o
TOTAL (CORREGIDO) 127.57889 35

Vined 17 " 4.5229430 X

Vino4-Vinos 873
* denota una difersncia estadisticamente significativa.

Para ¢l atributo dulce en las muestras 4 v 5 también se encontreé diferencia significativa en el
analisis de varianza, por lo que también se realizd un anilisis de rango maltiple por el método de
Duncan, y también se encontrd que éste atributo era més intenso en el vino 4.

6,994 -0.0135

N

Jueces o 13.849851- 1706 01671
“Repetigiones = 700 1048015 0 20 0528 0.323 07269
RESIDUAL ©. " " 43830538 27 16233533 o
TOTAL (CORREGIDO) 68 887500 35

49



4
Ah}

f
i

{

ol

Latl el 35 Nl Neol TN 8 Nofl ol I

“E&NePrOHRY

Vino 4 -Vino 5. 1.13734 *
*denota una diferencia estadisticamente significativa.

Pata ¢l atributo salado en las muestras 4 y 5 también se encontré diferencia significativa en el
analisis de varianza, por lo que también s8¢ realizé un anélisis de rango maltiple por el método de
Duncan, y también se encontrd que éste atributo era mas intenso en el vino 4.

FECI' OS PRINC[PALES

s owms 1 o

Jueces . . 82968266 5 :16.593653 0 1 L 144

Repeticiones 2976503 27 71488251 2702911
RESIDUAL = . 31092334710 2T LISIS6TON L
TOTAL (CORREGIDO) 126.50972 35

Vino 4 17 23595728 X

Vino 4 ~Vino 5 086551
* denota una diferencia estadisticamente significativa.

Para ¢l atributo manzana en las muestras 4 v 5 también s¢ encontrd diferencia significativa en
¢l anélisis de varianza, por lo que también se realiz6 un analisis de rango multiple por €l método de
Duncan, y también se encotitré que éste atributo era m4s intenso en el vino 4.

m{'iﬁiﬂ-ﬁiu’r“ AF; ‘_LL:A B S S L -

- 14085803 . oL 10 14.085803
64.011288 . 5% LUT2.802258 1
cro 03050370020 10152519
UL 428736420 2T 1S8T912T

TOTAL (CORREGIDO) 11593556 35
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3.8574631

"Vino 4 -Vino 5 1.26677*

=Ifclenota una diferencia estadisticamente significativa.

Piri el arributo afriitado en las muestras 4 v S también s¢ encontré diferencia significativa en
el analisis de varianza, por lo que también se realiz6 un anélisis de rango maltiple por el método de
Duncan, y también se encontrd que éste atributo era mas intenso en el vino 4.

Muestras 022863924 . 1 22863924 o
Jueces .~ - oo SUTEI2TE o 5.1 . 010.346255 . 4500 00041

Repeticiones 00532729 20000 (0266365 - 0:116° "0:8910
RESIDUAL .. { o+ 62074409 6000 27 7022990522 © 0 o0 e
TOTAL (CORREGIDO 131.44750 35

41767932

Vino4 -Vino 5 161392 ¢
*denota una diferencia estadisticamente significativa.

Una forma Util de representar todos los atributos al mismo tiempo en las miuestras de vino
blanco, es utilizando graficos de arafia domde se observan los promedios correspondientes a cada
atribuito, y donde también corroboramos los resultados obtenidos anteriormente (fig 4.5.1).
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Fig. 4.5.1 Grafico de arafia vorrespondienite 4 los atributos de sabor de los vinos blancos.

——VING 4
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El analsis de varianza en vinos tintos fue el siguiente:

Para el atributo alcohol se obtuvo:

'EFECTOS PRINCIPALES: : - o o

Muestras . IB262593 .. 2. 9131296 7.261° 0.0019
Fueces. 0 535037047 510700741 0. 8.509 © 0.0000 .
Repeticiones . 2767037 2 00 1383519000 L1100 0034180 00
RESIDUAL- - % 55334815+ - 44 - 12576094 = i i
TOTAL (CORREGIDO)  129.86815 53

Como se observa existe diferencia significativa entre muestras, por lo que se procedidé a hacer

un andlisis de rangos multiples por €l método de Duncan , donde se obtuvo lo que a continuacion se
fuestra. ! :

PR

Vino ¢ 18 4,8722222 X
g &

Vino ¢ - Vino d 0.31667
Vinoc - Vinoe -1.04444%*
"Vinod-Vmmoe -1.36111*

*denota una diferencia estadisticamente significativa.

De aqui se obtiene que las muestras de vino tinto c y e tienen diferencia significativa, y que en la
muestra ¢ se detecta mayor ifitensidad- del atributo dlcohiol, cabe mencionar que las muestras ¢ y ¢
contemplan €] mismo tratamiento, 1a Gnica diferencia es que la muestra ¢ contiene el microorganismo de
estudio y la muestra ¢ no. De aqul que sea primordial el anlisis entre éstas dos muestras, para ir

observando que tan diferente resulta el adicionar un in6eulo, particularmente el del objetivo de éste
estudio.

Para el atributo dcido el analisis de varianza que se muestra a contiuacion revela que no existe
diferencia significativa entre muestras.

'EFECTOS PRINCIPALES

Muestras © ... .. 5041111, 2 2505556 . 1475 02398 ..
Jueces o 321333330 5 64266667 3.761  0.0064
Repeticiones - 13.440000 .2 6.7200000 - 3.933. 00268
RESIDUAL . ... 0. 75.178889 44 17086111 - - SR

JOTAL (CORREGIDO) .. 22579333 B
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En lo que se refiere al atributo seco, el andlisis de varianza reportd que no existe diferencia
significativa entre muesiras, COmo se obseérva a continuacion:

Mustoas. | ?*.fsiob?zoi'sff 2. 3003519 2.004 ©0.1470.

Jueces 82823704 5 16.564741. - 11.050 :0.0000
jRepetlcxones S 656560 2. 382963 - 2190 _0__1_2_40 ‘
RESIDUAL v gs, 9581481_1' 44 14990488

“TOTAL (CORREGIDO) 161.35481 53

En lo referente al atributo salado el analisis de varianza determiné que no existe diferencia
significativa entre muestras como se observa a continuacion:

: EFECTOS PRINCIPALES

'Mue.stras ST IBEI00000 20 18350000 2.077°°0.1374
Jagees T UG8 206667 5 .':19641333 . ~22.232.°0.0000 .

cheucxones Tk UOTROS4444 D 2 (542222 0. 614 10.5459
RESIDUAL - Sooae 38872222 -0 44 .20.8834596 f """"
TOTAL (CORREGIDO) 141.83333 53

En el analisis de varianza para el atributo amargo se observé que si existe diferencia
significativa entre muestras, como se ve a continuacion:

.Jueces RIS e P 15 v :5. : :
cheucmnes R 610370 RN 480518_5_ i 2668 00806
RESIDUAL ‘7 00 79233704 -+ 44 f : 'ﬁ 1:8007660-: SO
TOTAL (CORREGIDO) 157.48315 53

De aqui s€ realiz6 un analisis de varianza de rango multiple utilizando el método de Duncan, para
conocer que muestras eran diferentes, y como se observa a4 cointinuacion, tenemos diferencia
significativa entre las muestras de vino d v ; en este caso se observd que el atributo amargo es mas
intenso en la muestra e.
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4.9333333

Vmo c- Vmo d 070444

Vino ¢ - Vino e -0.28889
Vinod - Vino e -1.08333%

™ denota una diferencia estadisticamente significativa.

En lo que se refiere al arributo astringente el analisis de varianza muestra que no existe
diferenicia significativa entre muestras. :

P Loty ngiid
EFECTOS PRINCIPALES
Muestras. UL 9.08481 2 14.542407 1979 01503
Tueces - Tl 1135882590 5 0 270170519 11,836 0.0000 "
Repeticiones - - . - 278037 . . ° .2 ... 1390185 .. 0.606 05502
RESIDUAL . - Lo 10100148 0 0 440 22954882 ' S
TOTAL (CORREGIDO) 248.71926 53

Finalmente para el atributo uva al anilisis de varianza muestra que si existe diferencia
significativa entre muestras:

Repetici:ohés'f]fﬁf”ﬁfﬁ i 4819259 .2 240930

"RESIDUAL " i 9B OBITOAT 44 0 2.2291750
TOTAL (CORREGIDO) 15364759 53 o

El anslisis de rango mdltiple mostr6 diferencia significativa entre la muestra de vino c y ¢, y
también en este c480 encontramos que en &l vino ¢ el atributo uva €8 més intenso.
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Vino ¢ - Vino d -0.76667

‘Vinoc - Vino e -1.61111*
Vinod - Vinoe -0.84444

* denota una diferencia estadisticamente significativa.

Los vinos tintos también se ptesentan a continuacion en un grafico de arafia como se observa en
la figura 5.4.2.

VINOS TINTOS

 acido

-B—vine e
- vino d
—1vino &

Fig. 5.4.2 Grafico de arafia correspondiente a los vinos tintos
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4.8 PERFILES CROMATOGRAFICOS
4.8.1 Cromatografia de Gases

Se¢ eligieron los picos de mayor 4red, y se observé que entre los vilios 4 v 5 (vinos blancos) y
entre los vinos C y D (vinos tintos) coincidian los tiempos de retencion (con un intervalo de diferencia
enfre muestras de aproximadamiente 0.01-0.1 niin). Posteriormente se eligié €l pico de mayor area para
cada tipo de vino y se considero como el 100% para después obtener el porcentaje correspondiente a los
demas picos a parfi de éste.

Para los vinos blancos se obtuvo lo siguiente:

Vino 4

En este vino se obtuvieron 132 picos.
Notd: el porcentaje uno (Yol) se refiere al % de ese pico con fespectc al del tietiipo de retencion de 10.2
_min, es decir del pico de mayor area.

7Y B

10,966 b L g9
S JEs3p i
cL U I2068
B4

13.23% .

- 13.68

AR Tl AR R RS TR L RS NS CE RN E LY SN R PN L N

Vino 5
Ei este vino taimbién se obiuvieron 132 picos.
El pico de mayor 4rea en este vino se detect6 a los 10.216 miit que se tomé como 100%

57



b L L B R FOL TR g Bl Fool (o Ik Jasl Tl oh B ol Siavk de 2L ok ot

L pesiet Ko Tl

T

2.905 - 14.709°
6.910 | 2.705
8.350 - 1.262
- 8.735 6503
8.837 2:409 .
8871 . 300
9064 . | 24T
9428 U 8712
9485 2418
9945 e E27
0.2 1,531
10.216 C 11000
b7 B S 116098
11.536 126,186
12.276 13257
1315 11753
1328 115835
13.698 47.742

Y para los vinos tintos:

Vino C

En este vino se obtuvieron 120 picos.

El de mayor area se detect6 a los 9.075 min,
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Vino E

En este otro s& obtuvieron 110 picos, y el pico de mayor drea esta 1 los 9.073 min.

De aqui se graficaron los datos que aparecen a confinuacion, dofide se observa que tienen
perfiles similares y que solo difieten en concentracion. Lo mismo se observa para 1os vinos tintos.

VINOS BLANCOS

1368 il
13,235
13,141 §
12,268 i

© 11,531 B
TI 10,968 i
m 102

l:'m,ms .
ds 9939
ot

o 9.482
L] 0.4

Bving 4
Bving &
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4.7 ESPECTROMETRIA DE MASAS

Se inyectaron en ¢l Espectroinetro de Masas solo las muestras C y E de vino (into, ya que en el
caso de los vinos blancos no existe un vino con el indeulo de estudio y todos los demaés pardametros fijos
(Sulfitacién, no pasteurizacion).

El objetivo era identificar algunos de los compuestos provenientes de ambos vinos tntos y
comparar los posibles compuestos de los que esté constituido. Se obtuvieron los siguientes resultados
Para el Vino C;

En estos resultados se procedio de la misma forma que en el caso anterior, es decir se tomg el
pico de mayor 4rea como 100% y se calculd el porcentaje (%2) correspondiente de los demas picos con
respecto al del pico quie sé obfuvo 4 tos 17.006 min.
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Parael Vino E

En este vino se obfuvo el pico de mayor ared 4 1os 17 min.

S iempo de

233

R e

388

o

1100

17429

324

18.394

199

18.645

T 249

19.745 . o0

171

20838

[ 3574

22461 . '

T 7783

T 23.703

T 461 -

- 24.679

73609

28145

T 202

En este caso también se encontraron coincidencias en tismpos de retencion, y con la ayuda de la
biblioteca integrada al Espectrometro de Masas se identific a que compuesto correspondia cada pico en
los tiempos de retencion antériores.

Efi la siguiente tabla se muestran los tiempos de retencion correspondientes, los compuestos

posibles y €l porcentaje en el que &l compuesto del pico se parece al compuesto que prc:pune la
bibliotecd integrada al Espectrometro de Masas.

Para el Viio C

e }\ Iu mrt

“’”"T;‘Ejﬂ}m

i)

ampieesio posible”

NESE

BEETY )

13.955.

43

T 14209

56

o 15932

T 17.006

1 86

B R

64

acldﬁ butanédiﬁiéo-mm-diéﬂl ester -

- acido ocianoico:

BE . acido hexanoico

50 .

64

o acido dodecanoico

cido de(:anoicq 2

91

;EéCICiO 1 2;benoendtcarboxi11co bunl-s-lﬁétll

L5 ]

| &¢id0 1,2-bernicendicarboxilico Bulil-2-elil

83
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Para el Vino E
- e :::E_ EESHE My 2
10.882 _ BN -+ o0
13979 0 ... | | 83,
d4232 {83
B AN 7 I P .78
R AR o Bmcgnetano_l;_,; - if )83
VL4290 émdo‘hc'xan'oicc Fetil v 50
18394 ﬂcldo bulanedieico-mmxi-diem éster — T8
18.645 ' Acido octanoico: SRR e 1
v 19748 o Ticido hexanoico: . |.64 -
- 20838 . afiiiit 0 l4cidodecancico s .53
- 22.461 R . ac:dobutancdmieodleul BStEl' R 45
23.708 . | _dcidododecangico - - [ 98
24679 0 o] {icndnl 2-bencendmarbexﬂwo butil-8-metil | 74
28145 - | dcido 1.2-bencendicarboxilico butil=2-etil . | 83.

Como se observa en las dos tablas anteriores se encuentran los mismos compuestos s6lo que
difieren en el porcentaje en el que se parecen al pico correspondiente, pero finalmente es muy alta la
probabilidad de que se trate de los mistiios compuestos.

Se encotitraron compiestos que se han definido anteriormente vy que son constituyeitres
habituales de los vinos, y de los vinos elaborados especificamente con Cabernet Sauvignon. Analizando
los aproximadamente 50 picos que se obtuvieron se encontraron muchos compuestos esperados, como
ésteres de acidos grasos, dcidos grasos, pirazinas y lactonas fundamentalmente. (Ver tablas I1 y II)

Tabla II Pos:bles comuestos sus tiempos de retencion en el vino C

ﬂl:“l"l'.t(]ﬂ' o : B mﬂﬂﬁﬂ'ﬁ"l |
12.605 amdo formico hexil-éster 38 ‘j
13.533 butirolactona 83

14.426 3-ciclohexeno-1-metanol,a,a 42

15.245 1-pentanol, 4-metil 47

15.631 1-(metoximetil)-aziridina 53

15.715 acido butanoico, etil éster 12

16.294 dcido hexanoico 83

18.634 Acido octanoico |70

24.062 1 -pentanol-2-metil 33

Tub HI. Posibles compuestos y 5uS -m hos de retencion en el vino E.

fmnfpa the TeHCion. . oo Lompuesty 0 . P
13.304 etanol, 2-etilenoxi 23
15.233 1-decanol 83
15.703 acido acético-etil-éster 27
16.270 acido dodecanoico, etil-éster 91
16.330 acido hexanoico 78
16.487 acido butanoico, butil-éster 64
16.632 Acido propanoico, 2-metil, 1- (1,1-dimetil) 83
17.610 Ciclopropano,nonil 90
20.289 3-(1-metil-propil), 2-metoxi-pirazina 17

o Tonl LR B Fudl Tal 4 Mok
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capitulo V

ANALISIS DE RESULTADOS
5.1 RESISTENCIA DE LA LEVADURA EN ESTUDIO CONTRA LEVADURAS ZIMOCIDAS

Una vez realizadas las pruebas de resistencia de la cepa de estudio contra las levaduras
aniquilantes solo la levadura Kiuyveromyces marcianus, productora de la toxing Kio resulté ser letal sin

embargo, este es fl géners que no encontratnos en la vinificacion, por 1o que nio representaria problema
en este tipo de fermentaciones.

5.2 CARACTERIZACION DE LA LEVADURA EN ESTUDIO.

5.2.1 Tolerancia al etanoi

'La levadura resistio 11%(V/V) de etaniol y se encuentra reportado que algunas cepas de la
especie Sdaccharomyces cerevisiae resisten hasta 13% (V/V) (Rose, 1987), auingué cabe sclarar que en
la elaboracion de vinos se obtiene etanol a partir de la conversion de los azGcares en alcohol y que en .

| este caso tuviinos que 14 levadura en estudio producia 15.6%(V/V) de etanol, péro podeimos ver con
estos dos resultados 1a diferencia de adiciondr altas concentraciones de etano!l y la produccion progresiva
de este metabolito que se da cuando 13 levadira va convirtiendo ¢l sustrato en alcohol. Para la

elabordcion de vinos se estipula que se requieren 12.5% (V/V) de etanol como maximo, lo cual nuestra
levaduta produce perfectametite.

5.2.2 Determinacién del pH del crecimiento

El pH es otre pardmetrs ‘.importante en la elaboracién de vinos, ya que como partimos de un
mosto de uvas que va a ser utilizado como sustrato para convertirlo en alcohol, es hecesario que la
levadira crezea en lag condicionies de pH en las que ge encuentra el mosto, el cual es alrededor de 4.
(Ametine, 1976). De acuerdo con esto se obtuvo que el miximo crecimiento de nuestra levadura fue a
pH 4, con 16 cual nos aseguramos que la levadura de estudio propuesta crecers én esas condiciones,
§.2.3 Crecimiento a altas concentraciones de sustrato

El mosto de uvas en México tiene 200 g/ de azticares fermentables, v ¢l resultado que obtuvitios
fue que la levadura en estudio crecié hasta en 320 g/l de glucosa, lo cual nos da una amplia
osmotolerancia. Adeids estd reportado que la especie Saccharoniyces cerevistae crece en

concentraciones de 220 g/l como méaximo, (Jones, 1981) por lo cual resulta muy interesants el resultado
obtenido.
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5.2.4 Tolerancia 4 altas temperaturas

En cuanto a la temperatura observamos que creci6 hasta 41°C, y se tiene reportado que la especie
Saccharomyces cerevisiae tolera hasta 40°C pero su méximo crecimiento esté entre 28 y 35°C (Jones,
1981), lo cual conciierda con nuestros resultados.

5,28 Resistencia al metabisulfito de sodio

Una vez obtenido el mosto de uvas para la elaboracion de vinos, es necesario eliminar algunos
microorganistmos indeseables, y esto se logra con la adicion de metabisulfito de sodio o de potasio en
dosts méximas en vinos blaricos de 275 ppm ¥ en vinos tintos de 175 ppm (Garcla-Garibay, et al, 1993),
por lo cual fue necesario probar la tolerancia de la levadura en estudio contra este antimicrobiano, donde
se obtuvo que para mostos de uvas blancas resiste hasta 300 ppm y en mostos de uvas tintas hasta 200
ppm, cott lo que nos aseguramos de que crezca en esas condiciones.

5.3 PROCESO DE VINIFICACION

En lo referente 4 las vinificaciones podemos decir que la levadura se adapté mejor al mosto
proveniente uvas tintas, ya que aunque tenia metabisulfito de postasio, consumié los azicares desde el
primer dia, y en el caso del mosto de wuvas blancas fue después del cuarto dia.

El consumo de aziicares féermentables se observd més pronuniciado en el mosto de uvas tifitas
perc con und menor eficiencia en la produccién de etanol. Esto puede deberse a que como se deja en
contacto el hollejo con el mosto y aunque se pasteurice, existen otros microorganismos que consumen
los aziicares, 1o ¢iial 1o $¢ da én los mostos de uvas blancas.

-El metabisulfito de potasio tuvo mayor influencia en los mostos que contenian el pie de cuba asi
como 16§ microorganisinos dsocisdos al mosto de uvas blancas, esto nNo se observé e €l mosto obtenido
de uvas tintas con microorgdnismos asociados.

Un resultado importante es que en ¢l caso del mosto de uvas blancas, aunque se le adiciond
sacatosa después de agotarse el azicar que proveénia de la uva, ho hubo mayor concentracion de
levaduras, de hecho no se encontraton levaduras viables, lo que sf se observé en el mosto de uvas tintas,
y que sirvié como un indicio de qué tanto etanol producia v toleraba la levadura.
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5.4 DETERMINACION DE LA CALIDAD FISICOQUIMICA DE LOS VINOS ELABORADOS
DE ACUERDO A LA NOM '

£.4.1 Determinacion de etanol

Como se puede obssrvar los vinos tintos A y B no se encuentran dentro de lo que estipula 14
Nottia Oficial Mexicana, ya que éstos vinos se utilizaron para conocer la produccion de etanol de la
levadurs, por lo que en este caso se adicioné més sacarosa. En los vinos blancos encontramos que
ambos se encuentran dentro de la Norma Oficial Mexicana.
5.4.2 Determinacion de acidez total

Con télacion a acideZ total se observa que 1odos los vinos se encuentran dentfo de la noina, y én
el caso de los vinos blancos sdlo €l vino 4 se encuentra por encima de ella, lo cual lo hard un vino no
aceptable en acidez para el consutnidor.

5.4.3 Determinacion de acidez volatil

En cuanto a la acidez volatil observamos que todos los vinos se encuentran dentro de lo que
establece la norma. )

5.4.4 Determinacion de azhcares reductores directos
Sélo se encontraron azucares reductores directos en las muestras de vino tinto denominadas

como A v B, ya que a ambas, como se habia mencionado anteriorimente, s¢ les adicionod mas aziicar para
lograr la mayor concentracion de etanol que pudiera producir la levadura en estudio.
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5.5 EVALUACION SENSORIAL

Para los atributos gii¢ sé definieron en los vitos blancos s¢ encontrd que el Giico atributo que no
era significativamente diferente entre muestras fue amargo, pero en los demés atributos si se encontrd
diferencias significativas entre ellas y ademas que el vino 4 era mas intensc que en €l vino 3 en todos los
atributos en que hubo diferencia; estas diferencias se esperaban ya que las musstras provienen de vinos
con tratamientos diférentes.

Los trataimieiitos 4 los quie fue expuesto ¢l vino 4 fiieron:

1. El vino no fue sulfitado, esto implica que algunos microotganismos pudieron desarrollarse
(como del género Apiculata, Hanseriaspora, Candida, Hanserula (Reyes, et al, 1992), por
mencionar algunas) ademds del inculo y de los microorgansimos que regularmente
peritianeceii en la fermentacion después de sulfitarse (comio los del género Saccharomyces),
este aumento en la poblacion microbiana puede dar origen a la produccién de un nimero
mayor dé compuestos que e su conjutito modifican el sabor y aroma del vino.

2. Este vino . contenia el microorgansimo de estudio, lo que posiblemente

contribiiyd a las diferencias encontradas entre estos dos vinos blaiicos.

En el caso de los vinos tintos se contaba con la contraparte del vino que contiene al
niictoorganisino de estudio y todos los demas tratamieritos tradicionales eni utia vinificacion, y el vitio e
es un vino con vinificacion tradicional, (tradicional significa la vinificacion que se realiza en la Compaiiia -
Vinicola que propoicioné sus liistalaciones para el estudio).

De aqui que el analisis resulte de gran importancia entre estas dos muestras mas que con la del
vino 4 cuya dnica diferencia es de que no fue sulfitado.

Se observd que hubo diferencia significativa entre las muestras ¢ y € en los siguieites atributos:

Alcohol: ¢l andlisis de rango maltiple nos muestra que este atributo es mas intenso en el vino €,
lo cual no corresponde con los anilisis quimicos reportados anteriormente, los cuales muestran que el
vino ¢ contenia 13.3 °G.L. de etanol y para el vino & era de 13.0 °G.L.; como se observa se cortraponen
los valores, esto puede debeise a que posiblemetite se evapord el etanol de la muestra ¢, o a que ¢omo 14
diferencia de graduacion alcohélica es de solo 0.3 °G.L., exista una satutacion por parte de los jueces y
no detecten esta diferencia, ademas como el vino se prueba sin diluir la combinacion de compuestos
puede provocar en la lengua una sensacion de alcohol més fuerte en una muestra que no contenga la mas
alta concentracion de etanol.

Uva: éste atribiito fiie m4s intenso en el vino & que én el vino ¢, esto puede deberse a gue los
compuestos que dan el sabor que se relaciona con uva se encuentren en mayor proporcion; lo que lo
determinaria seria el conocer primero cuales son los compuestos responsables y después determinarlos
quimicamente.

Sélo se encontrd que en estos dos atributos existe diferencia significativa entre nuestras muestras
de interés, aunque existe duda en el atributo alcohol, ya que difieren con los resultados fisicoquimicos.
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5.6 CROMATO_'GRAFIA DE GASES Y ESPECTROMETRIA DE MASAS,

En el ¢apitiilo correspondiente al analisis sensorial se observod que él vine C v ¢l vino E tio
diferian mucho sensorialmente; un aspecto interesante es que muchos de los atributos que se
describieroti en ¢l andlisis sensorial, por éjenmiplo la acidez (coiistituida por el 4cido hexanoico), se
identifico en el espectrometro de masas.

S¢ menciond en l4 introduccion que e el caso de vinos elaborados con levaduras activas, es
decir, utilizando un indculo, encontramos en mayor concentracion el 3-metil-1-butanol, que
efectivamente se observa en los resultados. Asf también se mencionaba que en general entre los
compuestos mas importantes que son producidos por los microorganisinos estan los ésteres, los 4cido
grasos vy los alcoholes superiores, y en este estudio pudimos constatar que se encontraron algunos de
estos compuestos responsables del metabolismo microbiano y que se produjeron tanto en el caso del
vino que contenia a nuestto mictoorganismo de estudio como en el caso donde sélo se encontraban los
microorganismos asociados a las uvas.
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capitulo VI

CONCLUSIONES

Coitio lo denuiestran los restiltados se puede concluir que 1a cepa Saccharomyces cerevisiae var.
chevalieri, fue resistente a la mayoria de las levaduras zimocidas que se probaron, especificamente son
importantes las levaduras zimocidas que cuentan con el factor zimocidas K, y Ks, que son las que
normalmente podrian contaminar el proceso de vinificacion.

Dado que las vinificaciones se llevan a cabo utilizando la flora asociada 4 la uva habrfa muchas
posibilidades de encontrai cepas Zimocidas de diferentes tipos, aunque en los trabajos repoitados solo
mencionan a K; y Ks.

En cuahto a la produccién de etanol se puede decir que la cepa en estudio se encuentra dentro
del rango reportado por Castelli (Farkas, 1988) para cepas de esta especie;, como puede observarse en la
Tabla 1 la produccion de etanol es comparable a lds concentraciones maximas reportadas para especies
utilizadas en vinificacion como S. bayanus y S. Ellipsoideus; ésta ultima se usa en cultivos puros.

Cuando se adicioiié SO, a los mostos de uvas, se obsérvé én el caso de los vinos blaricos que |
retardd su crecimiento pero no fue letal para la cepa de estudio, v eso se observo también con los
microorganismos nofimalmente asociados a las uva. En el vino tinfo pudo resistir la concertracion
adicionada de SO, perfectamente, lo cual se concluye que también tolera el SO, en las concentraciones
utilizadas en la vinificacion.

En forima general se piiede decir diie la cepd en estudio podria utilizarse para la elaboracion de
vinos en cuanto a que puede producir el etanol necesario para la elaboracion de este producto y podria
sobrevivit en €l caso de que hubiese una contaminacion por levaduras zimocidas.

Se piiedo observar gue la levadura cuetita con todas las caracteristicas que se pueden exigir en
ung cepa que s¢ use para elaborar vinos: primero esta cepa utiliza los azicares en las coricentraciones
que se ehcuentran normalmeiite en los mostos, resiste las concentraciones de metabisulfito de sodio
usadds que estan entte 100-150 ppm, crece a la temperatura usada en la elaboracion de vinos y al pH del
mosto.

Ademas resiste las toxinas provenientes de levaduras zimocidas fundamentalmente las toxinas K
y K3 que pueden contaminar los mostos de uvas.

Como se puede observar en todos los analisis quimicos realizados, los vinos utilizados para
comparar la levadura en estudio, en ¢l caso de los vinos tintos las muestras C y D, se encuentran bajo lo
que especifica la Norma Oficial Mexicana. Desgraciadamente se tuvo que desechar la contraparte de la
muestra en vino blanco (muestra 3), pero los vinos que no sufrieron contaminaciéon, se encuentran
dentro de la norma, excepto el vino 4 que presenta uria acidez total de 11.4
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De acuerdo a las hipotesis presentadas se puede concluif que 16 todos 108 atribiitos sensoriales
entre los vinos 4 y 5 y los vinos tintos C,D y E difieren, esto significa que existen diferencias entre los
vinos pero existen atributos que no son significativamente diferentes.

De los resultados obtenidos de la evaluacién senisorial no podeinos concluir que la cepa no
contribuya a sabores extrafios o muy diferentes a los que se producen en una vinificacion.

En cudito a los petfiles cromatograficos obtenidos se pudo constatar que tanto los petfiles
obtenidos en el Cromatografo de Gases como los del Espectrometro de Masas, presentan gran similitud
entre ¢l vino elaborado con el indculo de estudio y con el vino elaborado con los microorganismos
asociados a la uva, por lo que se puede decir que el inGeulo tiette un potencial enoldgico ya que no se
aleja o no confiere compuestos diferentes a los que se esperan en und vinificacion tradicional; lo Unico
que se ha observado es que se produce el mismo tipo de compuestos pero en diferente concentracion.

Ut aspecto itferesatife és que muchos de los atfibutos que se describieron en el andlisis sensorial
por ejemplo la acidez (constituida por el 4cido hexanoico), se identifico en el espectrometro de masas.

En forma general con base en todos los trabajos que se han realizado la la levadura
Saccharomyces cerevisiae var. chevalieri, se concluye que puede ser utilizada como indculo puro para

fermentaciones vinicas, y que ademas cuenta con resistencia a levaduras aniquilantes y cumple con todos .
los parametros fisicoquimicos y microbioldgicos que contribuyen a la elaboracion de un vino de calidad.
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