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Resumen

El trabajo tiene como principal objetivo trabajar la fermentacion de tres variedades de uva tinta
(Merlot, Garnacha y Cabernet Sauvignon), mediante la implementacién de cepas de levaduras
seleccionadas tanto del género Saccharomyces como no-Saccharomyces (22H y 58E). Para cada
una de las tres variedades, se realiza el ensayo por triplicado, es decir, se realiza la vinificacion
con tres controles mediante levaduras propias de la uva, tres vinificaciones con Saccharomyces
y tres vinificaciones con un cultivo mixto de Saccharomyces y no-Saccharomyces. Una vez
terminada la vinificacion se realiza una cromatografia de gases para la determinacion del perfil
aromatico. Concluido el analisis mediante la cromatografia, se tratan los resultados
estadisticamente mediante andlisis de varianza (ANOVA) y finalmente se estudia cual es la
levadura que aporta mejores caracteristicas organolépticas para cada variedad de uva.

Palabras clave: Saccharomyces, no-Saccharomyces, aroma, Garnacha, Merlot, Cabernet
Sauvignon.

Titol: Estudi del perfil aromatic de vins obtinguts amb llevats seleccionats Saccharomyces i no-
Saccharomyces

Resum

El treball té com a principal objectiu treballar la fermentacié de tres varietats de raim negre
(Merlot, Garnacha i Cabernet Sauvignon), mitjancant la implementacié de ceps de llevats
seleccionats tant del génere Saccharomyces com no-Saccharomyces (22H i 58E). Per a cadascuna
de les tres varietats, es realitza |'assaig per triplicat, és a dir, es realitza la vinificacié amb tres
controls mitjancant llevats propis del raim, tres vinificacions amb Saccharomyces i tres
vinificacions amb un cultiu mixt de Saccharomyces i no-Saccharomyces. Una vegada acabada la
vinificacio es realitza una cromatografia de gasos per a la determinacié del perfil aromatic.
Conclos I'analisi mitjancant la cromatografia, es tracten els resultats estadisticament mitjancant
analisis de variancia (ANOVA) i finalment s'estudia com és el llevat que aporta millors
caracteristiques organoleptiques per a cada varietat de raim.

Paraules clau: Saccharomyces, no-Saccharomyces, aroma, Garnacha, Merlot, Cabernet
Sauvignon.

Title: Study of the aromatic profile of wines obtained with Saccharomyces and non-
Saccharomyces yeasts

Summary

The main objective of the work is to work on the fermentation of three varieties of red grapes
(Merlot, Garnacha and Cabernet Sauvignon), through the implementation of selected yeast
strains of the genus Saccharomyces and non-Saccharomyces (22H and 58E). For each of the



three varieties, the test is carried out in triplicate, that is, the vinification is carried out with three
controls using typical grape vyeasts, three vinifications with Saccharomyces and three
vinifications with a mixed culture of Saccharomyces and non-Saccharomyces. Once the
vinification is completed, a gas chromatography is carried out to determine the aromatic profile.
Once the analysis by chromatography is completed, the results are statistically treated by
analysis of variance (ANOVA) and finally we study which is the yeast that provides the best
organoleptic characteristics for each grape variety.

Keywords: Saccharomyces, non-Saccharomyces, aroma, Garnacha, Merlot, Cabernet Sauvignon.
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1. INTRODUCCION

Recientes estudios afirman que el origen de la elaboracidn de vino se remonta a las mas
antiguas civilizaciones mediterraneas (afio 7000 a.C.) (Terral et al., 2010). Con el
conocimiento de que las levaduras eran las responsables de la biotransformacién del mosto
(compuesto principalmente por glucosa y fructosa) en alcohol y diéxido de carbono, la
vinificacion comenzd a ser un proceso controlable desde la vifia hasta el embotellado
(Chambers y Pretorius, 2010). El vino puede definirse (Belda et al., 2014) como la bebida
obtenida de la fermentacidn alcohdlica, completa o parcial, de la uva o su mosto. Se trata de un
producto que muestra una gran heterogeneidad dependiendo de:

- Lauva: variedad de Vitis vinifera de la cual procede, grado de maduracion y estado
fitosanitario.

- Proceso tecnoldgico de elaboracién: referido tanto a las instalaciones bodegueras
como a los tratamientos enoldgicos empleados en el mosto o el vino terminado.

- Agentes fermentativos: fundamentalmente, las levaduras que llevan a cabo la
transformacion. Pueden proceder de la microflora natural presente en el hollejo de
la uva (fermentaciones espontaneas) o de indculos seleccionados en el caso de
fermentaciones bioldgicas controladas, en las que se conoce la naturaleza y
fisiologia de las especies y/o cepas que propician el proceso de vinificacidn.

Durante la fermentacién espontanea de los mostos se produce una sustitucién secuencial
de distintas especies de levaduras. Inicialmente, cuando el grado alcohdlico es bajo,
predominan las levaduras apiculadas, productoras de bajo grado alcohdlico que pueden
producir importantes concentraciones de dcidos y otros compuestos volatiles. Predominan
los géneros Hanseniaspora/Kloeckera, Candida, Rhodotorula, Kluyveromyces y Pichia
(Hansenula) (Fleet y Heard, 1993). Estas levaduras aseguran el inicio de la fermentacion,
aunque son muy sensibles al anhidrido sulfuroso, de manera que su participacion es
reducida cuando las vendimias han sido muy sulfitadas. Son las levaduras no-Saccharomyces,
vocablo utilizado en el mundo de la enologia para referirse a muchas especies diferentes de
levaduras (Jolly et al., 2014; Medina et al., 2013; Padilla et al., 2016).

Durante este proceso, se favorece el dominio de aquellas especies que presentan el
metabolismo fermentativo mds eficiente, junto con una mayor resistencia al grado
alcohdlico, es el caso de S. cerevisiae. Por ello, esta especie suele ser la que lleva a cabo la
mayor parte del proceso fermentativo (Pretorius, 2000).

Por esta razdn, para simular la fermentacidn natural del mosto y potenciar el terroir, se esta
empezando a estudiar el uso de cultivos mixtos con inoculaciones secuenciales de levaduras
seleccionadas no-Saccharomyces y cepas de Saccharomyces cerevisiae. El efecto sobre el perfil
sensorial de las especies no-Saccharomyces ha sido subestimado al no ser bien conocidas, pero
existen referencias de que mejora la composicién analitica y el perfil del aroma del vino,
proporcionando tipicidad regional (Chen et al., 2018; Marcon et al., 2018; Zhang et al., 2018).

La seleccién de cepas de levadura procedentes de vifiedos de la zona permite mantener las
cualidades de las fermentaciones espontaneas de la zona, con la seguridad vy
reproducibilidad que requieren las fermentaciones industriales (Alvarez-Pérez et al., 2012).
Un proceso de seleccidn adecuado no solo garantizara un proceso de fermentacién exitoso,
si no que contribuird a la produccién de vinos con caracteristicas sensoriales marcadas y
diferenciadas propias de cada region vitivinicola.



En el mercado global actual del vino, el consumidor demanda nuevos estilos, que no pierdan la
identidad del terroir y de la variedad, pero que despierten el interés y las nuevas sensaciones al
beber un vino. Dentro de este marco de innovacién, el empleo de nuevas levaduras no-
Saccharomyces se presenta como una herramienta de futuro que otorgue a nuestros vinos una
diferenciacion para llegar a estos consumidores finales.

El presente trabajo se centra en el estudio del papel de las levaduras no-Saccharomyces
(Torulaspora delbrueckii 58E) en cultivos mixtos junto con Saccharomyces cerevisiae (22H) en
la vinificacién, ya que en recientes trabajos se ha destacado su positiva contribucién a la
composicion analitica y sensorial del vino.

1.1. AROMA VARIETAL

El aroma varietal o primario es aquel que procede de la uva y se forma durante su maduracion,
es decir, son sustancias olorosas ligadas a la variedad, cuya contribucidn al aroma final del vino
es relevante (Gamero, 2011). Los compuestos aromaticos procedentes de las uvas juegan un
papel decisivo en la calidad y el caracter de los vinos (Canuti et al., 2009).

El aroma varietal depende de varios factores como el tipo de riego, el clima, el suelo... (Blindon
et al., 2013). Todos estos factores en conjunto hacen que la uva en el momento de la vendimia
presente una determinada concentracién de compuestos aromaticos, es por ello que, una
misma variedad de uva cultivada en diferentes regiones o paises, su mosto no tiene por qué
expresar los mismos aromas.

Hay variedades de uva con un aroma varietal muy acentuado que suele estar relacionados con
aromas frutales, vegetales y florales. La personalidad aromatica, propia de cada una de las cepas
de uva, radica en las infinitas combinaciones de las concentraciones de los diferentes
compuestos volatiles en los vinos (Riberau-Gayon et al.,2002).

El aroma varietal considera la presencia de tres grandes grupos (Figura 1): el aroma varietal libre
gue estd formado por sustancias volatiles y odorantes, el segundo grupo son los precursores de
origen varietal y por ultimo la fraccion de aromas pre-fermentativos que en algunos casos
también pueden contribuir al aroma varietal. Entre todos los componentes del aroma, los mas
importantes para la tipicidad y calidad de un vino son los aromas aportados por la variedad
(Belancic y Agosin, 2009).

ﬂ Aroma varietal Libre volatil - odorante

7 Y 7 3

l PRECURSORES '\
I Potencial Potencial Varietal
| Varietal volatil
I no volatil no odorante
no oslorante
|
! v

Aromas Prefermentativos

Figura 1. Componentes del aroma varietal.



Los aromas mas destacados en las variedades Merlot, Garnacha y Cabernet Sauvignon, objeto
del estudio, se muestran en la Tabla 1:

Tabla 1. Aromas principales de las variedades utilizadas (Vitivinicultura, 2012).

Variedad Aromas
Merlot Grosellas, moras, frutos secos, violeta y
cuero.
Garnacha Fresa, pimienta recién molida y manzana.
Cabernet Sauvignon Grosella, violeta, pimiento verde, aceitunas,
menta, chocolate y tabaco.

Es importante sefialar que practicamente el total de los compuestos aromaticos de la uva, se
encuentran en el hollejo de la baya, aspecto a tener en cuenta en la elaboracién del vino ya que
el tiempo de contacto del mosto con los hollejos y las técnicas de elaboracion influiran en el
aroma final.

1.2. AROMA FERMENTATIVO. INFLUENCIA DEL TIPO DE LEVADURA EN LA
COMPOSICION VOLATIL DEL VINO

El aroma fermentativo o secundario se desarrolla durante la fermentacién alcohdlica debido a
la accion de las levaduras y también durante la fermentacién malolactica mediante la
intervenciéon de las bacterias lacticas. Este aporta mayor complejidad al vino, potenciando y
haciendo mds complejo el aroma varietal (Swiegers et al., 2005).

Para llevar a cabo la vinificacién existe la posibilidad de emplear levaduras autdctonas
(procedentes de la uva o material de la bodega) o comerciales (levaduras secas activas, LSA)
(Bermejo, 2014).

El uso de levaduras comerciales tiene la ventaja de que todo el proceso de fermentacion esta
mas controlado, permiten obtener vinos mas uniformes, mientras que las levaduras autéctonas
son especificas de cada area, estan adaptadas a su clima y a la materia prima, proporcionando
caracteristicas Unicas al vino (Torija, 2002).

Se ha observado que cuando se utilizan levaduras autdctonas seleccionadas a partir de las uvas
0 mostos, se obtiene un mayor rendimiento en la vinificacidn, ya que estas levaduras estan
adaptadas al medio de la materia prima y fermentan con mayor rapidez, permitiendo obtener
vinos con un terroir muy marcado y por tanto vinos muy tipificados de la zona de produccion
(Arslan et al., 2018; Lambert, 2017; Zhang et al., 2018).

Las levaduras ademas de transformar el aztcar en alcohol también generan nuevos compuestos
aromaticos volatiles que dependen de la cepa y de su metabolismo (Jolly et al., 2006). También
expresan algunos aromas primarios que en un principio no eran volatiles. Esto se debe a la
accion de algunas levaduras no-Saccharomyces que son capaces de sintetizar gran cantidad de
enzimas como la B-glucosidasa que tiene la capacidad de transformar los compuestos no
volatiles en volatiles (Arévalo et al., 2005), transformacién que no pueden realizar las levaduras
del género Saccharomyces cerevisiae (Strauss et al., 2001).

En la actualidad hay mucho interés en la forma de elaborar el vino para tratar de mejorar el
perfil aromatico del mismo, y por ello ha sido muy cuestionada la fermentacién pura con
Saccharomyces cerevisiae, ya que los vinos elaborados de esta forma no plantean ningin



problema durante la fermentacidn, pero pierden tipicidad y por lo tanto caracter diferenciador
(Viana et al., 2011).

Por otra parte, también se ha observado que la fermentacion del mosto mediante un cultivo
puro de levaduras no-Saccharomyces, no es viable ya que presentan el inconveniente de que
tienen una capacidad fermentativa limitada y sufren una muerte prematura al cabo de los 2-3
dias (Luyt, 2015), debido a su sensibilidad al aumento de la concentraciéon de etanol (=<5°A), a la
presencia de anhidrido sulfuroso y a las condiciones anaerdbicas (Hu et al., 2018) y no son
capaces de realizar toda la fermentacion por si solas debido a su bajo poder fermentativo.

La palabra no-Saccharomyces es utilizada en el mundo de la enologia para referenciar a distintas
especies de levaduras que ademas no pertenecen al género Saccharomyces (Jolly et al., 2014;
Medina et al., 2013; Padilla et al., 2016). Actualmente es muy habitual crear cultivos mixtos de
levaduras de ambos géneros, seleccionadas mediante diferentes estudios, dando lugar a vinos
con mayor tipicidad y caracter. Esto es posible gracias a la introduccion de cepas no-
Saccharomyces junto con otras (Chen et al., 2018; Marcon et al., 2018; Zhang et al., 2018).

Las levaduras no-Saccharomyces tienen una gran importancia al principio de la fermentacion,
debido a que tienen un gran potencial para producir enzimas y demas compuestos entre los que
se encuentran los compuestos volatiles, lo que se traduce en vinos con un gran aroma vy
complejos (Claus, 2009; Garcia et al., 2016; Padilla et al., 2016). No todo son ventajas, ya que
estas levaduras cuando el grado alcohdlico y las condiciones anaerobias no son adecuados no lo
resisten y acaban agotandose (Hu et al., 2018). En cambio, las levaduras del género
Saccharomyces permiten mucho mas grado alcohdlico y son utilizadas tanto en cultivos mixtos
como puros (Luyt, 2015; Ocdn, 2014)

Actualmente, la tendencia es inocular cultivos mixtos de Saccharomyces y no-Saccharomyces,
ambos géneros o también de forma secuencial, es decir, separadas en diferentes etapas de la
fermentacidn (Fleet., 2003). Este sistema de fermentar ha demostrado que la fermentacion se
realiza sin problemas y ademas se potencia el aroma primario, asi como también se tipifica el
vino gracias a la accién de las levaduras no-Saccharomyces.

La contribuciéon aromadtica de la etapa fermentativa ha sido estudiada desde diversas
perspectivas, identificando aquellas variables que mas influyen en la produccién de aromas,
comparando rendimientos entre distintas cepas en mostos especificos (Regodon et al., 2006) e
interacciones de éstas durante la fermentacion alcohdlica (Fleet, 2008). Los principales tipos de
aromas fermentativos sintetizados son acidos organicos, alcoholes superiores, ésteres, y en
menor extension aldehidos. Los aromas fermentativos pueden aportar caracteristicas positivas,
como aromas frutales o florales (algunos ésteres y alcoholes superiores).

Desde hace algun tiempo, las levaduras no-Saccharomyces han sido objeto de numerosos
estudios, como los que han demostrado que son buenas productoras de ésteres: isoamil acetato
(aroma de platano) y acetato 2-phenyl-ethyl (sabor frutal y floral), contribuyendo al sabor a fruta
en los vinos (Domizio et al., 2011). Su produccidn de subproductos y su actividad metabdlica
durante las fermentaciones espontaneas o por inoculacion, han desarrollado un gran interés por
su contribucion a la definicion aromatica, la mejora de la complejidad y el realce de los vinos
(Comitini et al., 2011).

Los estudios sobre los géneros Hanseniaspora, Pichia, Saccharomycodes y Zygosaccharomyces
han demostrado su capacidad de utilizar enzimas en la liberacidon de compuestos aromaticos de
precursores no aromaticos en uvas. Aunque, estas levaduras sean consideradas " levaduras de
desperdicio ", que afectan negativamente al vino, las investigaciones muestran que su expresion
enoldgica puede ser modulada combinandolas con levaduras Saccharomyces. Cuando se
fermenta con cultivos mixtos, se observa la produccién/reduccion de acetaldehido, acetoina y
aldehidos y variaciones significativas en la produccion de ésteres y de acetato de etilo (Domizio
et al., 2011).



Respecto a los alcoholes superiores, la produccién aumentada de 2-Feniletil alcohol,
(compuesto asociado a aromas agradables), ha sido descrita como una caracteristica de M.
pulcherrima (Clemente-Jiménez et al., 2004), L. thermotolerans (Becker Whiteneretal, 2015), y
C. zemplinina (Andorra et al., 2010).

En cuanto a los etil ésteres, la produccién de caprilato de etilo es caracteristica de T.delbrueckii
(Viana et al ., 2008). El perfil de aroma de la levadura recién descubierta Kazachstania
gamospora mostré que esta especie produjo mas ésteres que la cepa control de la levadura S.
cerevisiae, pero especialmente de feniletil propionato un éster deseado en los vinos debido a su
aroma floral. (Beckner et al, 2015).

Otros estudios han mostrado que Saccharomyces se esfuerza por coexistir con levaduras no-
Saccharomyces durante las fermentaciones naturales. De hecho, los aspectos negativos de no-
Saccharomyces son inhibidos por las cepas de Saccharomyces (Comitini et al., 2011).

El empleo de cultivos mixtos de levaduras seleccionadas no-Saccharomyces con las cepas de
Saccharomyces cerevisiae representa una alternativa tanto a fermentaciones de vino
espontaneas como a inoculadas, aprovechando el papel potencial positivo que la levadura no-
Saccharomyces juega en las caracteristicas organolépticas del vino. En este contexto, los cultivos
mixtos pueden tener una demanda creciente de cepas de levadura de vino nuevas y mejoradas
adaptadas a tipos diferentes y estilos de vino.

2. OBIJETIVOS

Este proyecto se encuentra englobado en uno de mayor amplitud en el que se desea valorar la
contribucion y el potencial de levaduras seleccionadas del género Saccharomyces cerevisiae
(Saccharomyces cerevisiae 22H) y no-Saccharomyces (Torulaspora delbrueckii 58E) en cultivos
mixtos con inoculacién secuencial, en vinos elaborados a partir de las variedades de uva Merlot,
Garnacha y Cabernet Sauvignon.

El objetivo de este trabajo es caracterizar quimicamente la sintesis de compuestos aromaticos
por las levaduras seleccionadas a partir de mostos de las variedades Cabernet Sauvignon, Merlot
y Garnacha.

Asi, el objetivo especifico es evaluar el perfil aromatico de los vinos tintos elaborados con las
distintas variedades y con las dos levaduras seleccionadas, para poder identificar si los cultivos
mixtos con Saccharomyces y no-Sacharomyces mejoran las caracteristicas organolépticas de los
vinos.

3. MATERIALY METODOS
3.1. MATERIA PRIMA

3.1.1. Uva

Para la realizacién de este estudio se emplearon las variedades de uva tintas Merlot, Garnacha
y Cabernet-Sauvignon, las cuales, procedian de los vifiedos de la D.O Pago Chozas Carrascal,
situada en San Antonio de Requena (Valencia), de la vendimia del afio 2019.

Los racimos fueron vendimiados de forma tradicional (manual) en el mes de septiembre de
2019. La uva fue transportada con cajas con un peso aproximado de 10-15 kilogramos desde la
propiedad hasta la bodega del Instituto Universitario de Ingenieria de Alimentos para el
Desarrollo (IIAD) de la UPV. El motivo del transporte en cajas con un peso acotado se debe a que



de esta forma se evita de forma considerable el aplastamiento y posterior mosteo de las uvas
en la propia caja ya que interesa que la uva llegue integra a la bodega.

Una vez en la bodega de la UPV, los racimos de las cajas recibidas fueron seleccionados al azar
paraintroducirlos en nuevas cajas con un peso similar en todas ellas para de esta forma eliminar
el efecto cepa y asegurar que en cada depdsito de fermentacién hubiera un volumen de mosto
semejante. Con esta seleccion aleatoria también se consigue eliminar restos de hojas y realizar
el destrio de racimos con botrytis.

3.1.2 Levaduras

Se emplearon las cepas 58E de Torulaspora delbrueckii y 22H de Saccharomyces cerevisiae,
aisladas previamente a partir de vinificaciones anteriores de mostos Cabernet-Sauvignon,
Garnacha y Merlot, de la bodega Chozas Carrascal y seleccionadas en base a sus caracteristicas
fisioldgicas y metabdlicas. Ademas, se elabord un vino control mediante una vinificacién con la
microbiota autdctona de los mostos.

Las cepas fueron identificadas y seleccionadas en estudios anteriores, por el departamento de
Microbiologia del laboratorio ENOLAB de la Universitat de Valéncia. Para cada una de las cepas,
se realizaron estudios previos: cinética de fermentacidn, tasa de crecimiento, degradaciéon de
glucosa y fructosa, etc., con el objetivo de seleccionar aquellas con mejores caracteristicas
enoldgicas.

Para comprobar y corroborar que se implantaron las levaduras inoculadas, se tomaron diversas
muestras en diferentes momentos de la fermentacidn y se reconocieron mediante la extraccion,
amplificacidn e identificacion del ADN mitocondrial mediante PCR. Este proceso también lo llevo
a cabo el departamento de Microbiologia de la Universitat de Valencia.

3.2. ELABORACION DEL VINO

El proceso de elaboracion de los vinos a partir de las diferentes variedades de uva se realizd en
la planta piloto del IIAD (Figura 2), en la Universitat Politecnica de Valéncia, segln el esquema
representado en la Figura 3.

En primer lugar, se distribuyeron las cajas con las uvas y se fueron seleccionando racimos sanos
al azar de las cajas para colocarlos en otras cajas y de esta forma eliminar el efecto cepa para
gue el mosto tuviese unas caracteristicas lo mas homogéneas posibles en todos los depdsitos.

Las uvas se despalillaron y estrujaron. Cada depdsito de acero inoxidable se llené con 35-38L de
vendimia estrujada. Se adiciond 4 g/hL de anhidrido sulfuroso (S0,), que tiene funciéon
antioxidante y antimicrobiana.

Las caracteristicas fisicoquimicas de estos mostos (Tabla 2) se determinaron mediante los
métodos oficiales de la OIV (2019). El grado Brix se midid por refractometria utilizando un
refractdmetro portatil VWR International. El pH se midié con un pHmetro HANNA HI8424.



Tabla 2. Caracteristicas fisicoquimicas de los mostos.

Mostos Acidez total Grado Brix pH
Merlot 5.1 24.45 3.73
Garnacha 6 24.24 3.46
Cabernet-Sauvignon 7.5 26.22 3.42

Los ensayos realizados con cada una de las tres variedades de uva fueron:
1. Control: vinificacion realizada con la microbiota autéctona del mosto.
2. Vinificacidn realizada con la cepa 22H de S. cerevisiae exclusivamente.

3. Vinificacion secuencial con la cepa 58E de Torulaspora delbrueckii y la cepa 22H de S.
cerevisiae inoculada 24 horas mas tarde que la primera.

Figura 2. Depdsitos de acero inoxidable utilizados en las experiencias y situados en la planta piloto del Instituto de
Ingenieria de Alimentos para el Desarrollo, Universitat Politécnica de Valéncia.

Todas las vinificaciones se realizaron por triplicado, de forma que se elaboraron nueve vinos
para cada una de las tres variedades de uva. Se realizaron por tanto 27 vinificaciones en
depdsitos dotados de camisas de frio para controlar la temperatura de fermentacion a 25°C.

Seguidamente se procedio a la inoculacion de las levaduras correspondientes en cada depdsito
por parte del departamento de Microbiologia del laboratorio ENOLAB de la Universitat de
Valéncia. Las concentraciones finales de las levaduras en los mostos recién inoculados fueron
de 4x10° UFC/mL para el caso de la cepa T. delbrueckii 58E y de 5x10° UFC/mL para S. cerevisiae
22H. Cuando se sembraron juntas primero se sembré T. delbrueckii 58E y tras 24 h S. cerevisiae
22H a las concentraciones mencionadas.

Durante la fermentacién alcohdlica, que durd 15 dias, se realizaron bazuqueos diarios para
favorecer el contacto de los hollejos con el mosto y con las levaduras. Diariamente se realizé un



seguimiento de temperatura y densidad, para comprobar que la fermentacién se estaba
Ilevando a cabo correctamente.

Una vez terminada la fermentacion alcohdlica, el vino se prenso en una prensa hidraulica y se
inocularon las bacterias lacticas y, para controlar la fermentacion malolactica, se realizaron
determinaciones del acido malico por cromatografia en papel, hasta que todo el acido malico se
hubo transformado en acido lactico. Tras este proceso, se realizaron trasiegos de todos los vinos
y se le afiadid metabisulfito potéasico en polvo (K2S;0s) a razén de 50 g/hL, para asegurar su
conservacion en botella hasta el momento de realizar su analisis.

Finalmente, los vinos fueron almacenados a 4°C de temperatura y a humedad controlada, para
su correcta conservacion, y evitando que pudieran sufrir cualquier alteracion.

3.3. DETERMINACION DE LOS PARAMETROS CONVENCIONALES

La determinacién de los parametros convencionales se ha realizado siguiendo los métodos que
se recogen en el Reglamento Oficial de la Unidn Europea (OIV, 1979). Se determind acidez total
y volatil, grado alcohdlico y pH.

3.4. ANALISIS DE COMPUESTOS VOLATILES

3.4.1 Extraccion

Para la determinacion de los compuestos volatiles se empled la metodologia propuesta por
Ortega et al. (2001), con las modificaciones especificadas por Hernandez-Ortega et al. (2014).

El protocolo a seguir para la extraccion de los compuestos volatiles fue el siguiente:
En tubos de 15 mL, se afiade, de forma secuencial:

- 4,05 g de sulfato de amonio (NH4),SO4

- 2,7 mLde vino (introducidos con pipeta)

- 6,3 mL de agua miliQ (con pipeta)

- 0,25 mL de diclorometano CH,Cl, (con jeringuilla de plastico de 1 mL)

- 40 plL de patron interno (con jeringuilla de vidrio de 50 pL; Pl: 2-butanol, 4-metil-2-
pentanol y 2-octanol en etanol)

Las muestras se taparon con tapdn de rosca y se cubrieron con Parafilm. A continuacién, se
depositaron en un bafio termostatico de agitacion horizontal durante 2 horas, a 12°Cy 75 rpm.

Tras este proceso, se introdujeron en una Centrifuga Himac CT6E VWR con capacidad para 24
tubos, durante 15 minutos a 40 rpm, para conseguir la separacién entre la fase acuosa del vino
y la fase apolar del diclorometano (disolvente), en la cual quedan disueltos los compuestos
volatiles.

Esta fase se extrajo de debajo de la capa de sal mediante jeringuilla de vidrio de 1 mL, y se
deposito en un vial de 2 mL con microinserto.
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Figura 3. Diagrama de flujo del proceso de elaboracion de los vinos tintos.
3.4.2 Analisis cromatografico

Se utilizé un cromatégrafo de gases HP—-6890 dotado de detector de ionizacidon de llama,
equipado con una columna capilar HP-INNOWax (Crosslinked Polyethylene Glycol) de 60 m de
longitud, 0,25 mm de diametro interno y H2 como gas portador.

Las condiciones de trabajo fueron:

- Temperatura del inyector y detector de 270°C




- Relacidn Split de 1:25 (cantidad de muestra que se va a introducir en la columna)
- Flujo de hidrégeno de 40 mL/min

- Flujo de aire de 450 mL/min

- Presidn de nitrégeno en cabeza de inyector de 15 p.s.

El procedimiento consiste en pinchar un patrdn con concentraciones conocidas de los
compuestos, y un patrén interno para posteriormente pinchar las muestras, de modo que, a
partir de las dreas de los picos del cromatégrafo, se obtiene la concentracién de cada compuesto
volatil en mg/L. Relacién Split de 1:25 (cantidad de muestra que se va a introducir en la columna.

3.4.3 Tratamiento estadistico

El analisis estadistico de los resultados obtenidos se realizd6 mediante el andlisis de la varianza
(ANOVA). Se calcularon las diferencias minimas significativas (LSD) con un nivel de significacién
P < 0.05. Para ello se empled el programa estadistico con el software STATGRAPHICS XVII.

El andlisis de Componentes Principales (PCA) se realizd con el programa SIMCA. El PCA es una
herramienta que permite explicar graficamente la mayor parte de la variacion existente entre
los datos. Es una técnica que permite la reduccidn de la dimensidn que describe la informacién
de un conjunto de variables mas pequefias denominados componentes principales, que son
combinaciones lineales de las variables de partida.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

La contribuciéon aromadtica de la etapa fermentativa ha sido estudiada desde diversas
perspectivas, identificando aquellas variables que mas influyen en la produccién de aromas,
comparando rendimientos entre distintas cepas en mostos especificos (Regodon et al., 2006) e
interacciones de éstas durante la fermentacién alcohdlica (Fleet, 2003).

Como ya se ha comentado, en los aromas fermentativos, se distingue entre aromas sintetizados
por la levadura, y aromas revelados a partir de precursores no aromaticos por la levadura. Los
primeros, son sintetizados a través del metabolismo de la levadura a partir de nutrientes
presentes en el mosto y después liberados en el medio. Los segundos, son liberados por
procesos de hidrdlisis enzimatica por accién de la levadura a partir de precursores presentes en
el mosto en forma no-volatil, al estar unidos a moléculas de gran tamafio. Estos ultimos
dependen principalmente de la variedad de uva utilizada para la elaboraciéon del vino, por lo que
también forman parte del aroma varietal (Regoddn et al., 2006).

Los resultados del andlisis ANOVA de los compuestos aromaticos con el factor levadura durante
la fermentacidn se muestran en las Tablas 4 5 y 6. Se identificaron un total de 32 compuestos
pertenecientes a diferentes familias: aldehidos, ésteres, acidos, alcoholes y lactonas; con el fin
de estudiar el efecto de los diferentes sistemas de elaboracion. Tal y como se observa en las
tablas, hay un efecto significativo de la levadura Saccharomyces y no- Saccharomyces en cultivo
puro o mixto utilizada en la fermentacién, sobre la concentracion de la mayoria de los
compuestos volatiles analizados en los vinos tintos elaborados.

Diferentes estudios muestran que la contribucion al aroma del vino es mas bien por familias de
odorantes que por compuestos individuales. El efecto de cada componente de una familia de
aromas, como por ejemplo las lactonas, es aditivo o sinérgico, por lo que, aunque
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individualmente su valor de aroma sea inferior a uno, la suma lo supera a veces claramente.
Como el aroma de los compuestos de una misma familia normalmente es igual o similar, y
diferente al del aroma base, el resultado es que en el vino puede percibirse la nota aromatica
caracteristica de la familia. Es por ello por lo que, para analizar mejor el efecto del tipo de
levadura utilizada para fermentar los vinos, se ha realizado también un estudio atendiendo a las
diferentes familias de compuestos aromaticos (Cacho, 2012). Asimismo, tienen gran influencia
sobre el perfil aquellos compuestos volatiles que se encuentran por encima de su umbral de
percepcién vy, por tanto, también se ha tenido en cuenta esta informacion.

4.1. EFECTO DEL TIPO DE LEVADURA SOBRE LOS PARAMETROS
GENERALES DEL VINO

En la Tabla 3 se presentan los valores medios, desviacién estandar y ANOVA de los parametros
generales analizados en los vinos tintos elaborados con las levaduras ensayadas a partir de las
variedades Merlot, Cabernet y Garnacha.

Los resultados muestran que las diferentes levaduras ensayadas para realizar la fermentacion
alcohdlica, no afectan significativamente al grado alcohdlico ni a la acidez volatil del vino, tanto
en Merlot como en Cabernet y Garnacha.

Sin embargo, hay un efecto significativo sobre la acidez total en Merlot y Garnacha, que es
menor en los vinos Control.

Tabla 3. Efecto de la levadura de fermentacion sobre los pardmetros generales de los vinos.

MERLOT CABERNET GARNACHA
Levadura Control 22H 22H +58E Control 22H 22H +58E Control 22H 22H +58E
Acidez volatil 0,56+0,02 a 0,68+0,07a | 044+0,06a | 0,47+0,06a 0,4+0,14a 0,63+0,13b 0,5+0,05a 0,48+0,03 a 0,45+0,03 a
Acidez total 5,12+0,11a 595+0,19b | 56+0,27ab | 6,22+0,00a 6,17+0,04 a 6,17+0,04 a 5,52+0,15a 5,8+0,08 b 5,6+0,13 ab
pH 3,8+0,02a 3,75+0,02a | 3,75+0,03a| 3,60+0,01a 3,71+0,04b | 3,65+0,04 ab 3,7+0,05a 3,66+0,02a 3,66+0,03a
oA 13,41+0,55a | 13,31+0,14a | 13,1+0,22a | 1467+0,41a | 14,47+0,32a 14,4+0,30 a 13,83+0,15a | 13,93+0,15a | 13,86 +0,05a

4.2. INFLUENCIA DEL TIPO DE LEVADURA SOBRE EL PERFIL AROMATICO

DEL VINO

Los resultados del analisis ANOVA de los compuestos aromaticos con el factor tipo de levadura
para las variedades estudiadas: Merlot, Garnacha y Cabernet Sauvignon, se muestran en las
siguientes tablas, agrupados por familias odorantes.
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4.2.1 Acidos

Los acidos grasos volatiles lineales de cadena corta (C2-C4), media (C6-C10) y larga (C6-C10) y
los ramificados se producen durante la fermentacidn, y se ha comprobado que a medida que
aumenta la longitud de su cadena, la volatilidad disminuye y el aroma cambia de acido a rancio
(Pozo Bayon., 2011).

Los acidos grasos son descritos con aromas rancios, a queso y mantequilla, por lo que se
consideran desagradables cuando su total supera los 20 mg/L. Sin embargo, son deseables
cuando se encuentran por debajo de su umbral de percepcidon, puesto que contribuyen a la
complejidad del vino al esterificarse con los alcoholes dando lugar a ésteres afrutados (Englezos
etal., 2018).

Como se apreciaenlas Tablas 4, 5y 6, la levadura 22H es la que mayor cantidad de acidos totales
produce, tanto en la variedad Cabernet como Garnacha, mientras que en la variedad Merlot la
concentracién de acidos es practicamente la misma en todos los vinos independientemente de
las levaduras que realizan la fermentacion.

Hay que resaltar que, aunque la suma total de los acidos no supera la concentracion minima de
20 mg/L que puede suponer aromas desagradables, hay algunos compuestos que
independientemente de la variedad de uva y de la levadura utilizadas en la vinificacién, se
encuentran por encima del umbral de percepcion, es el caso del acido butirico, acido hexanoico
y acido octanoico que aportan aromas rancios y queso.

12



Tabla 4. Valores medios, desviacion estandar y ANOVA de los compuestos voldtiles (mg/L) de los vinos elaborados de
Merlot con diferentes levaduras (Vinificacion Control, Vinificacion con S. cerevisiae 22H; vinificacion secuencial con T.
delbrueckii 58E y S. cerevisiae.

Control 22H 22H +58E
Grupo Compuesto aromatico Umbra(lmp:/r:)epcion Aroma descriptor Concentraci6n + DS (mg/L)
Ac.isobutirico 2,3 Rancio, queso 1,49+0,30 b 1,27 £0,28 ab 1,07+0,07 a
Ac.butirico 0,173 Rancio, queso 0,91+0,16 a 1,68+0,40b 0,93+0,30a
Ac.isopentanoico No encontrado No encontrado 3,65+0,77b 2,53+0,31a 3,44+0,07b
i Ac.hexanoico 0,42 Rancio, queso, graso 2,69+0,17 a 2,84+0,47 a 2,93+0,17 a
Acidos
Ac.2 etil hexanoico No encontrado Herbaceo 0,21+0,03b 0,26+0,07 b 0,12+0,01a
Ac.octanoico 0,5 Queso 2,57+0,54a 2,69+0,71a 2,71+0,34a
Ac.decanoico 1 Rancio, queso 0,79+0,15a 0,68+0,27 a 1,19+0,24 b
Total - - 12,31 11,95 12,39
1 propanol 306 Alcohol, fruta madura 7,25+0,42 a 7,39+0,89 a 7,003,342
Alcohol isoamilico 30 Alcohol, whiskey 307,37 £59,00 b 251,35+19,05a 170,50 £ 22,34 a
Cis-3hexenol 0,4 Herbaceo 0,33+0,04b 0,17+0,04 a 0,56+0,02 c
1-heptanol 1 Frutal, dulce 0,15+0,02b 0,12+0,01b 0,05+0,05a
Alcoholes
2,3-butanodiol 120 Mantequilla 1,44+0,10a 1,95+0,10b 2,21+0,05¢
Alcohol benzilico 10 Almendra 1,45+0,18 b 0,98+0,16 a 1,17+5,56a
2-fenil etanol 14 Rosa, lila, polen 208,24 +65,32 b 158,58 + 24,06 a 147,99 £5,56 a
Total - - 526,23 420,54 329,48
Acetaldehido 0,5 Manzana, herbaceo 0,20+0,05a 0,26+0,01 b 0,23 +0,03 ab
Aldehidos
Total - - 0,20 0,26 0,23
Acetato de metilo No encontrado No encontrado 0,720,102 0,850,302 1,11+0,48a
Acetato de etilo 7,5 Frutal, disolvente 0,32+0,15b 0,14+0,03a 0,21+0,01 ab
Acetato de isobutilo No encontrado Disolvente n.d. n.d. n.d.
Butirato de etilo 0,02 Manzana, fresa 0,36+0,05a 0,33+0,12a 0,42+0,02 a
Isovalierato de etilo No encontrado No encontrado n.d. n.d. 0,01+0,02 a
Hexanoato de etilo 0,014 Manzana, fresa, pifia 0,31+0,04 a 0,47+0,01b 0,300,032
. Acetato de exilo 0,67 Manzana, pera n.d. n.d. n.d.
Esteres
Lactato de etilo 155 Lacteo, fresa 13,52+2,74 b 10,28 +0,21 a 10,93+0,38a
Octanoato de etilo 0,005 Pifia, floral,, fresa 0,23+0,05b 0,24+0,01b 0,13+0,01a
Decanoato de etilo 0,2 Fruta, miel 0,450,032 0,55+0,05b 0,66 +0,07 ¢
Succinato de dietilo 200 Caramelo 0,61+0,06 a 0,61+0,08 a 0,65+0,08 a
Dietil glutarato No encontrado No encontrado 0,25+0,02b 0,34+0,04c 0,11+0,01a
2-feniletilacetato 0,25 Rosa, miel 0,63+0,11b 0,37+0,07 a 0,43+0,04 a
Total - - 17,40 14,18 14,96
y butirolactona 0,035 Coco, ciruela, caramelo 7,87 +0,86 a 10,22+0,64 b 8,64 +0,55a
Lactonas @ ionona 0,0026 Violeta 0,35+0,13 b 0,11+0,07 a 0,39+0,09b
Total - - 8,22 10,33 9,03

Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (p<0,05). Referencias: 1Culleré et al.,
2004;2Englezos et al., 2018; 3Ferreira et al., 2000; 4Francis, 2013; 5Gambetta et al., 2014; 6Hu et al., 2018;
7 Jiang y Zhang,2010; 8Lambert, 2017; 9Marcon et al., 2018; 10Vilanova y Oliveira, 2012; 11Zea et al., 2001.
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Tabla 5. Valores medios, desviacion estandar y ANOVA de los compuestos voldtiles (mg/L) de los vinos elaborados de
Cabernet con diferentes levaduras (Vinificacion Control, Vinificacion con S.cerevisiae 22H; vinificacion secuencial con
T. delbrueckii 58E y S. cerevisiae.

Control 22H 22H +58E
Grupo Compuesto aromatico Umbra(lmp:/r:)epcion Aroma descriptor Concentraci6n + DS (mg/L)
Ac.isobutirico 2,3 Rancio, queso 1,02+0,19 ab 1,16 +0,16 b 0,95+0,01a
Ac.butirico 0,173 Rancio, queso 1,97+0,14a 1,77+0,45a 2,22+0,60 a
Ac.isopentanoico No encontrado No encontrado 4,50+0,53 b 4,87+0,88b 3,39+0,56 a
i Ac.hexanoico 0,42 Rancio, queso, graso 3,27+0,54 a 493+1,25b 3,64+0,79 a
Acidos
Ac.2 etil hexanoico No encontrado Herbaceo 0,23+0,01 ¢ 0,06 +0,01a 0,17+0,01b
Ac.octanoico 0,5 Queso 2,52+0,62a 4,01+1,09b 2,78+0,77 a
Ac.decanoico 1 Rancio, queso 0,65+0,19 a 0,79+0,02 a 0,66 +0,05 a
Total - - 14,16 17,59 13,81
1 propanol 306 Alcohol, fruta madura 10,22 +0,11a 9,24+0,75a 10,42 +1,57 a
Alcohol isoamilico 30 Alcohol, whiskey 331,48+ 16,76 b 264,95 +94,71 ab 206,86 +53,70 a
cis-3hexenol 0,4 Herbaceo 0,26+0,02b 0,09+0,05a 0,78 10,09 ¢
1-heptanol 1 Frutal, dulce 0,20 +0,05b 0,20+0,01 b 0,11+0,03a
Alcoholes
2,3-butanodiol 120 Mantequilla 1,45+0,22 a 1,55+0,25a 2,33+0,28b
Alcohol benzilico 10 Almendra 0,78+18,52 a 1,08+0,22 b 0,800,102
2-fenil etanol 14 Rosa, lila, polen 187,52 £18,52 b 166,46 + 34,39 ab 148,09 + 18,26 a
Total - - 531,91 443,57 369,39
Acetaldehido 0,5 Manzana, herbaceo 0,20+0,02 a 0,21+0,01a 0,31+0,07b
Aldehidos
Total - - 0,200 0,21 0,31
Acetato de metilo No encontrado No encontrado 0,90+ 0,04 ab 1,01+0,17 b 0,80 0,17 a
Acetato de etilo 7,5 Frutal, disolvente n.d. 0,23+0,04 a 0,24+0,03 a
Acetato de isobutilo No encontrado Disolvente n.d. n.d. n.d.
Butirato de etilo 0,02 Manzana, fresa 0,48+0,14 a 0,69+0,16 b 0,52 10,20 ab
Isovalierato de etilo No encontrado No encontrado n.d. n.d. n.d.
Hexanoato de etilo 0,014 Manzana, fresa, pifia 0,548 £0,12 ab 0,72+0,24b 0,50+0,12 a
. Acetato de hexilo 0,67 Manzana, pera 0,21+0,03a 0,29+0,10b 0,20+0,01a
Esteres
Lactato de etilo 155 Lacteo, fresa 3,20+0,40 a 3,71+0,11a 3,62+1,77a
Octanoato de etilo 0,005 Pifia, floral,, fresa 0,19+0,05a 0,26+0,15a 0,22+0,01a
Decanoato de etilo 0,2 Fruta, miel 0,56+0,18 a 0,90+0,11b 0,86+0,09 b
Succinato de dietilo 200 Caramelo 0,39+0,05a 0,42+0,11a 0,37+0,06 a
Dietil glutarato No encontrado No encontrado 0,44 +0,01 ab 0,53+0,17b 0,37+0,01a
2-feniletilacetato 0,25 Rosa, miel 0,44 +0,06 a 0,46 +0,07 a 0,69+0,08 b
Total - - 7,35 9,22 8,39
y butirolactona 0,035 Coco, ciruela, caramelo 8,45+0,82 a 9,34+0,37b 8,20+0,63 a
Lactonas @ ionona 0,0026 Violeta 0,26 +0,10 a 0,42+0,10b 0,38+0,05b
Total - - 8,71 9,76 8,58

Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (p<0,05). Referencias: 1Culleré et al.,
2004;2Englezos et al., 2018; 3Ferreira et al., 2000; 4Francis, 2013; 5Gambetta et al., 2014; 6Hu et al.,
2018; 7Jiang y Zhang,2010; 8Lambert, 2017; 9Marcon et al., 2018; 10Vilanovay Oliveira, 2012; 11Zea et

al., 2001.
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Tabla 6. Valores medios, desviacion estandar y ANOVA de los compuestos voldtiles (mg/L) de los vinos elaborados de
Garnacha con diferentes levaduras (Vinificacion Control, Vinificacion con S. cerevisiae 22H, vinificacién secuencial con
T. delbrueckii 58E y S. cerevisiae.

Control 22H 22H +58E
Umbral
Grupo Compuesto aromatico percepcion Aroma descriptor Concentraci6n + DS (mg/L)
(mg/L)
Ac.isobutirico 2,3 Rancio, queso 1,01+0,04 b 0,93+0,05a 0,92+0,05a
Ac.butirico 0,173 Rancio, queso 0,61+0,03¢c 0,36+0,02 a 0,40+0,02b
Ac.isopentanoico No encontrado No encontrado 3,43+0,57 a 6,11+0,49 ¢ 4,79+0,18b
i Ac.hexanoico 0,42 Rancio, queso, graso 3,852,242 4,40+0,42 a 3,50+0,25a
Acidos
Ac.2 etil hexanoico No encontrado Herbaceo 0,17+0,05a 0,45+0,05b 0,18 +0,03 a
Ac.octanoico 0,5 Queso 2,27+0,28a 3,33+0,16 b 4,65+0,79 ¢
Ac.decanoico 1 Rancio, queso 0,66 +0,04 a 0,84+0,02 ¢ 0,80+0,02b
Total - - 12,00 16,42 15,24
1 propanol 306 Alcohol, fruta madura 5,48+0,33 ¢ 3,58+0,62 a 4,37+0,68b
Alcohol isoamilico 30 Alcohol, whiskey 268,63 +15,50 a 256,42 +108,37 a 282,45+38,79a
cis-3hexenol 0,4 Herbaceo 0,27 £0,06 a 0,66+0,15¢ 0,48+0,13b
1-heptanol 1 Frutal, dulce 0,19+0,01a 0,28+0,01 ¢ 0,23+0,01b
Alcoholes
2,3-butanodiol 120 Mantequilla 1,84+0,18a 2,92+0,51b 2,26+0,32a
Alcohol benzilico 10 Almendra 0,62 +0,05a 1,31+0,31b 0,73+0,12a
2-fenil etanol 14 Rosa, lila, polen 164,63 £8,56 a 236,5+54,84 b 206,79 £ 26,11 ab
Total - - 441,66 501,67 497,31
Acetaldehido 0,5 Manzana, herbaceo 0,16 +0,07 a 0,20+0,01 ab 0,23+0,01b
Aldehidos
Total - - 0,16 0,20 0,23
Acetato de metilo No encontrado No encontrado 0,59+0,06 a 0,81+0,11b 1,06+0,16 c
Acetato de etilo 7,5 Frutal, disolvente 0,28+0,05b 0,34+0,02 ¢ 0,22+0,01a
Acetato de isobutilo No encontrado Disolvente n.d. n.d. n.d.
Butirato de etilo 0,02 Manzana, fresa 0,23+0,04 a 0,47+0,17b 0,67+0,14 ¢
Isovalierato de etilo No encontrado No encontrado n.d. n.d. n.d.
Hexanoato de etilo 0,014 Manzana, fresa, pifia 0,48 10,26 a 0,70+0,11b 0,63 10,01 ab
. Acetato de hexilo 0,67 Manzana, pera 0,26 +0,06 a 0,53+0,15b 0,32+0,02a
Esteres
Lactato de etilo 155 Lacteo, fresa 15,12+4,83 a 12,15+0,53 a 13,56 +1,16 a
Octanoato de etilo 0,005 Pifia, floral,, fresa 0,15+0,05a 0,26+0,04 b 0,35+0,03 ¢
Decanoato de etilo 0,2 Fruta, miel 0,41+0,04 a 1,56+0,20c 0,71+0,04 b
Succinato de dietilo 200 Caramelo 0,83+0,07b 0,70+0,02 a 0,650,032
Dietil glutarato No encontrado No encontrado 0,31+0,11a 0,46+0,04 b 0,30+0,11a
2-feniletilacetato 0,25 Rosa, miel 0,47 £0,04 a 0,54 +0,06 a 0,56 +0,07 a
Total - - 19,13 18,52 19,03
y butirolactona 0,035 Coco, ciruela, caramelo 10,80+1,15a 11,78 +1,88 a 11,09 +0,66 a
Lactonas @ ionona 0,0026 Violeta 0,35+0,04 a 0,44+0,07b 0,28 +0,07 a
Total - - 11,15 12,22 11,37

Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (p<0,05). Referencias: 1Culleré et al.,
2004;2Englezos et al., 2018; 3Ferreira et al., 2000; 4Francis, 2013; 5Gambetta et al., 2014; 6Hu et al.,
2018; 7Jiang y Zhang,2010; 8Lambert, 2017; 9Marcon et al., 2018; 10Vilanovay Oliveira, 2012; 11Zea et
al., 2001.
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4.2.2 Alcoholes

Los alcoholes superiores aportan a los vinos caracteres vegetales y herbaceos considerandose
desagradables, por lo que causan efectos negativos cuando se encuentran en concentraciones
excesivas superando los 400-500 mg/L, pudiendo enmascarar los aromas aportados por los
ésteres; o cuando superan su umbral de percepcion (Zhang et al., 2018).

En cambio, cuando la concentracion total de alcoholes estd por debajo de los 300 mg/L,
imparten un perfil agradable y contribuyen positivamente al aroma del vino. Esto es debido a
gue tienen funcidon como precursores en la formacion de ésteres, al igual que los acidos (Luan
et al., 2018).

La sintesis de alcoholes superiores depende de la cepa de la levadura y es funcién de las
concentraciones de nitrégeno aminico y de nitrdgeno amoniacal. En general, los factores que
favorecen el crecimiento celular de las levaduras estimulan la produccién de alcoholes
superiores (Gonzalez., et al., 2010).

Como se aprecia en las Tablas 4 5 y 6, tanto en la variedad Merlot como en Cabernet el vino
Control presenta mayor concentracion de alcoholes totales. En la variedad Garnacha ocurre lo
contrario, los vinos fermentados con la cepa 22H y los inoculados con el cultivo mixto presentan
mayor concentracién que el vino Control.

En los vinos elaborados con las tres variedades de uva y la diferente inoculacién de levaduras,
el contenido total de alcoholes se encuentra en el limite del umbral de percepcién que aportan
aromas desagradables.

De todos los alcoholes determinados, solamente el alcohol isoamilico, cis 3 hexenol y 2
feniletanol, se encuentran en los vinos por encima del umbral de percepcion. El alcohol
isoamilico es el compuesto mayoritario en todos los vinos analizados, seguido del 2 feniletanol.

En la familia de los alcoholes, el compuesto volatil mas importante es el 2-feniletanol, pues
contribuye de forma positiva en el perfil aromatico al aportar notas dulces y florales, arosa vy lila
(Cedrén-Fernandez, 2004; Diaz-Plaza Martin-Lorente et al, 2002). Se observa que en el vino
Control elaborado a partir de las variedades Merlot y Cabernet se produce un aumento
significativo de 2 fenil etanol, en la variedad Garnacha este aumento se produce con la cepa
22H.

4.2.3 Aldehidos

Los aldehidos dotan a los vinos de perfiles no deseables cuando se encuentran por encima de su
umbral de percepcion. El acetaldehido constituye mas del 90 % del contenido total de aldehidos,
por ello se considera el aldehido de mayor importancia desde el punto de vista de su influencia
en el aroma (Hernandez et al., 2015).

El acetaldehido, se considera agradable cuando esta a bajas concentraciones, dotando al vino de
aromas frutales (Arslan et al., 2018). Pero en cantidades superiores a su umbral de percepcién
(0,5mg/L) pueden ofrecer aromas indeseables como almendra amarga.

Como se observa en las Tablas 4 5 y 6, en ninguno de los vinos elaborados con las diferentes
variedades de uva y levaduras, se supera el umbral de percepcion del acetaldehido, con lo cual
se espera que aporte aromas agradables al vino.
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En las variedades Merlot y Cabernet, los vinos obtenidos en el ensayo de inoculaciéon mixta de
las cepas 58E+22H presentan un aumento significativo de este compuesto mientras que en los
vinos de Cabernet este efecto se produce con la levadura 22H.

4.2.4 Esteres

Los ésteres son el grupo de compuestos volatiles mas importante porque contribuye de forma
positiva y significativa en el aroma frutal y floral de los vinos (Englezos et al., 2018; Luan et al.,
2018).

Durante la fermentacién se producen reacciones quimicas sobretodo de &acidos grasos vy
alcoholes superiores llamadas esterificaciones, que dan lugar a los ésteres (Gonzalez-Marco et
al., 2008). Una concentracion por debajo del umbral de percepcidon de los alcoholes puede
favorecer al perfil del vino, ya que actian como precursores de ésteres, junto a los acidos grasos
(Luan et al., 2018).

Como se apreciaenlas Tablas4 5y 6, los vinos elaborados con la variedad Garnacha tiene mayor
cantidad de ésteres totales, aunque no se observan diferencias atribuibles al efecto levadura.

En los vinos elaborados a partir de la variedad Cabernet se han encontrado las concentraciones
totales mas bajas de esteres siendo la cepa 22H la mas productora.

Los vinos de la variedad Merlot presentan concentraciones totales de esteres un poco inferiores
a las de la variedad Garnacha, siendo el vino control el que presenta el valor mas alto.

Finalmente, la concentracion de la mayoria de los esteres analizados esta influenciada
significativamente por la levadura que realiza la fermentacién en las condiciones del estudio;
esto es importante porque casi todos los compuestos superan el umbral de percepcién en los
vinos elaborados con todas las cepas y variedades objeto del estudio.

4.2.5 Lactonas

Las lactonas son compuestos volatiles que aportan complejidad al perfil aromatico del vino y
pueden aportar aromas al vino a frutas de hueso.

En todos los vinos elaborados la concentracién de y-butirolactona y a- ionona superan el umbral
de percepcion, esto es importante para el perfil aromatico del vino ya que la y-butirolactona,
proporciona aromas dulces caracteristicos a coco, ciruelay caramelo, y la a-ionona se relaciona
con aromas a violeta.

Todos los resultados obtenidos coinciden con los de otros estudios en los que se afirma que los
compuestos volatiles del vino dependen de la cepa de levadura utilizada, pero también de la
composicion del medio, que esta asociada a la variedad de uva (Querol y Fleet, 2006).

4.3 ANALISIS DE COMPUESTOS PRINCIPALES

Con la finalidad de agrupar los distintos tipos de vinos en funcién de los compuestos volatiles
presentes en ellos, se ha realizado un analisis de los componentes principales o PCA. Se trata de
una técnica que permite la reduccion de la dimensién que describe la informacién de un
conjunto de variables mas pequefias, denominadas componentes principales, que son
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combinaciones lineales de las variables de partida. De esta manera se puede ver cdmo esas
variables se distribuyen a lo largo de un plano (Alarcén, 2016).

La primera componente principal es la direccion del espacio que recoge la mayor parte de la
variabilidad, una combinacién de todas las variables iniciales que se ha tomado para describir el
conjunto de datos. La segunda componente recoge la mayor parte de la informacién que todavia
queda por explicar y también es una combinacion lineal de todas las variables que se han
tomado inicialmente para describir el conjunto de resultados (Alarcén, 2016).

El grafico de puntuaciones (scores), que hace referencia a los componentes principales, muestra
la distribucion de las cepas de las levaduras en la matriz. Mientras que, el grafico de cargas
(loading), que indica el peso de los componentes, muestra la disposicion de los distintos
compuestos volatiles en el plano, en funcidén de los dos ejes principales (Componente 1 vy
Componente 2).

Las levaduras utilizadas para la fermentacion de los mostos de las variedades Merlot, Cabernet
y Garnacha, han permitido la obtencién de tres tipos de vinos: vino Control fermentado con
levaduras autdctonas, vino fermentado con la cepa 22H pura de Saccharomyces cerevisiae y
Vino fermentado mediante un cultivo mixto de la cepa 22H (Saccharomyces cerevisiae) y la cepa
58E T. delbrueckii (no-Saccharomyces).

Las Figuras 4, 5 y 6 muestran los graficos del PCA obtenido: grafico de las puntuaciones (scores)
para los distintas levaduras ensayadas en la fermentacion de los vinos, con las tres variedades
de uva utilizadas y el gréafico de cargas (loading) por densidad de componentes aromaticos.

En los vinos de Cabernet (Figura 4) en el grafico de puntuaciones (scores), la PC1 no permite
diferenciar los vinos fermentados con las diferentes levaduras ensayadas. Sin embargo la PC2 si
gue permite separar los vinos Control de los fermentados con las cepas 22H +58E. Observando
el grafico de cargas (loading), se aprecia que los vinos fermentados con el cultivo mixto 22H+58E
muestran mayor contenido de acido butirico, acetaldehido 5 metil furfural, 2-3 butanodiol, 1
propanol 2 fenil etanol, acetato de metilo, y lactato de etilo

Desde el punto de vista de los compuestos volatiles, no se ha podido diferenciar los vinos
fermentados con levaduras autéctonas (Control) de los fermentados con la cepa 22H (S.
cereviae), esto podria ser debido a que en la flora autéctona de las uvas de Cabernet se presenta
un alto grado de levaduras Saccharomyces.

En la Figura 5 se muestran los resultados del PCA de los vinos elaborados a partir de la variedad
Garnacha. En el grafico de scores la PC1, que es la que mejor explica la varianza total, permite
diferenciar los vinos Control de los fermentados con la cepa 22H. Observando el grafico de
loadings se aprecia que el vino Control se relaciona con contenidos mayores de lactato de etilo,
1 propanol, acido butirico, benzaldehido y succinato de etilo. Los vinos fermentados con la cepa
22H se relacionan con los compuestos hexanoato de etilo, dietil glutarato, decanoato de etilo,
a-ionona, o acetato de metilo, y- butirolactona, acido isobutirico, benzil alcohol.

La PC2 separa claramente el vino procedente de la fermentacién con levaduras en cultivo mixto
(22H+58E) del vino control y el fermentado Unicamente con la cepa 22H. En el grafico de cargas
se observa que las cepas 22H+58E se relacionan con mayor produccion de acetaldehido, alcohol
isoamilico, acido octanoico, butirato de etilo, acetato de etilo, 2 feniletilacetato, octanoato de
etilo.
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Los resultados del andlisis del PCA realizado con los resultados de los compuestos volatiles
obtenidos en los vinos elaborados a partir de la variedad Merlot, se muestran en la Figura 6. En
el grafico de puntuaciones se ve una clara diferenciacién de los vinos fermentados solo con S.
ceervisie (22H) de los fermentados en cultivo mixto con S. cereviase y Torulospra delbrueki
(22H+58E) mediante la PC1. En el grafico de cargas se aprecia que el vino control presenta mayor
concentracion de contiene ésteres como el lactato de etilo o el 2 feniletilacetato, aldehidos
como el benzaldehido, acidos grasos como el acido isobutirico y alcoholes superiores como el
alcohol isobutirico o el 1 propanol. La cepa 22H se relaciona con mayor produccion de aldehidos
como el acetaldehido, acidos como el acido butirico, ésteres como el hexanoato de etilo y
lactonas como la y- butirolactona.

Por otra parte, la PC2 permite diferenciar el vino control fermentado con las levaduras
autdéctonas, de los vinos fermentados mediante la siembra de las levaduras ensayadas. El vino
control se relaciona con lactato de etilo, acido isobutirico, benzaldehido, alcohol isoamilico, 2
feniletanol, 2 feniletil acetato y benzilalcohol.
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Figura 4. Andlisis de Componentes principales (Componente 1 frente a 2) realizado sobre los compuestos voldtiles
identificados en los vinos de Cabernet fermentados con las levaduras en estudio. a) grdfico de puntuaciones (scores),
b) grdfico de cargas (loadings).
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Figura 5. Andlisis de Componentes principales (Componente 1 frente a 2) realizado sobre los compuestos voldtiles
identificados en los vinos de Garnacha fermentados con las levaduras en estudio. a) grdfico de puntuaciones (scores),

b) grdfico de cargas (loading).
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Figura 6. Andlisis de Componentes principales (Componente 1 frente a 2) realizado sobre los compuestos voldtiles

identificados en los vinos de Merlot fermentados con las levad,
grdfico de cargas (loadings).
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5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos de este estudio, permiten extraer una serie de conclusiones de los
efectos que tienen las diferentes cepas de levaduras seleccionadas del género Saccharomyces y
no-Saccharomyces sobre los perfiles aromaticos de los vinos de las variedades Merlot, Garnacha
y Cabernet Sauvignon.

La variedad de uva influye en el desarrollo de las dos levaduras inoculadas S. cerevisiae 22H, y
T. delbruekii 58E, modificando el perfil aromatico del vino.

Los resultados muestran que hay un efecto significativo de la levadura sobre las concentraciones
de la mayoria de los compuestos volatiles analizados, siendo este efecto diferente dependiendo
de la variedad de uva utilizada.

Las concentraciones totales mayores de acidos se dan en los vinos fermentados en cultivo puro
con la cepa 22H en Cabernet y Garnacha, y con el cultivo mixto (22H+58E) en Merlot. El
contenido total de alcoholes fue superior en los vinos control en todas las variedades estudiadas.

La concentracién total de esteres es semejante en los vinos elaborados con las distintas
levaduras y variedad de uva, sin embargo, la concentracion de la mayoria de los esteres
analizados esta influenciada significativamente por la levadura; esto es importante porque casi
todos los compuestos superan el umbral de percepcidn en los vinos elaborados.

El Analisis de componentes principales (PCA) ha permitido diferenciar los vinos de Garnacha y
Merlot elaborados con levaduras autdctonas (control), S. cerevisiae (22H) en cultivo puroy S.
cereviaisie (22H) en cultivo mixto con T. bjdelburekii .

En los vinos de Cabernet solo la PC2 ha permitido diferenciar los vinos fermentados con el cultivo
mixto (22H+58E) del vino control y el vino fermentado en cultivo puro con la cepa 22H.

Este estudio pone de manifiesto que el empleo de diferentes cepas de levaduras S. cerevisiae
y ho-Saccharomyces permite obtener vinos con diferente composicion quimica, asi como
perfiles sensoriales y aromaticos distintos.

Seria necesario realizar un analisis organoléptico de los vinos para comprobar si estas diferencias
encontradas en la composiciéon aromatica de los vinos se perciben también a nivel sensorial.
Toda esta informacion permitiria decidir para cada variedad de uva las levaduras mas adecuadas
para la fermentacion.
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