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Fermentacion

Influencia del alcohol en potencia y de la
concentracion inicial de sulfuroso en la formacion
de sulfitos durante la fermentacion de vinos blancos
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Tradicionalmente, en el sector vinicola el sul-
furoso se ha utilizado para controlar el des-
arrollo de microorganismos no deseados asi
como para inhibir la oxidacién enzimatica
mediante la accion de la polifenol-oxidasa
(PPO). De este modo se controla el proceso
oxidativo del vino asf como la aparicién de fer-
mentaciones alternativas (Ribéreau-Gayon ef
al., 2006).

Debido al riesgo que puede suponer para
la salud, también existe un interés creciente
en la investigacion y desarrollo de alternativas
al sulfuroso. Dichas alternativas deben asegu-
rar la proteccion del medio, tanto frente a ata-
ques microbianos como frente a la accion oxi-
dativa, manteniendo intactas o alterando
minimamente las caracteristicas organolépti-
cas del vino (Aleixandre y Alvarez, 2003).

El objetivo del presente trabajo fue deter-
minar la influencia del alcohol en potenciay
de la concentracion inicial de sulfuroso sobre
la produccion de sulfitos durante la fermenta-
cion de un vino blanco.

Materiales y métodos

Para la elaboracién de los vinos blancos, una
vez separado el mosto de los hollejos y pepi-
tas se depositd en recipientes de acero inoxi-
dable de diferentes volimenes (10, 30 y 50
L) para realizar el desfangado. Se adicionaron
las enzimas pectoliticas (Novoclair Speed,
poligalacturonasa, Lamothe Abiet, 2019), y la
proteina de guisante (Green Fine Must,
Lamothe Abiet, 2019) segun las dosis especi-
ficadas por el fabricante para cada caso. El

mosto se dejé reposar en una camara frigorifi-
ca a -3 °C de temperatura durante 24-48
horas. Transcurrido este tiempo, se trasegd
con una bomba manual a los recipientes de
vidrio donde se llevd a cabo la fermentacion,
previa siembra de levaduras Excellence STR
(Lamothe Abiet, 2019) y adicionando previa-
mente el pirosulfato de potasio (K2S205,
vE-224, Lamothe Abiet, 2019).

Las determinaciones analiticas realizadas
en los vinos obtenidos fueron: grado alcoholi-
co, acidez total, acidez volatil, pH, y sulfuroso
total, azlUcares residuales, acidos citrico,
malico y lactico y glicerol (OIV, 2019). Todas
las experiencias se realizaron por triplicado y
los analisis se repitieron dos veces para refor-
zar la validez de los resultados y permitir la
reproducibilidad del experimento.

La primera experiencia consistio en deter-
minar la influencia del alcohol en potencia en
la produccion de sulfitos durante la fermenta-
cion de un vino blanco de la variedad Semi-
llon. El mosto se homogeneiz6 previamente
en un tanque y las muestras se pusieron en
recipientes de vidrio de 2 litros de capacidad,
afiadiéndoles de forma individual las cantida-
des de sacarosa establecidas en la experien-
cia (16,15 g/L, 32,30 g/L y 48,45 g/L).

La segunda experiencia consistio en
determinar la influencia de la concentracion
inicial de sulfuroso en la produccién de
sulfitos durante la fermentacion de un vino
blanco de la variedad Macabeo. EI mosto ini-
cial se trasegd a un deposito de 50 L, se
homogeneiz6 y se distribuy6 posteriormente
en tres garrafas de vidrio de 10 L donde
se sulfité con pirosulfito de potasio (rendi-
miento en sulfuroso del 50%) en diferentes
dosis (5, 10, 15, 20, 30, 40, y 50 mg/L)
segln el ensayo a realizar.



Tabla 1. Valores medios de los parametros analizados en los vinos de la Experiencia 1

Semillon-0
Grado alcohélico (% vol) 10,68+0,08
Acidez Total (g/L ac. tartirico) 6,06+0,65
Acidez volatil (g/L ac. acético) 0,72+0,33
pH 3,45+0,02
50; Total (mg/L) 5,47+0, 60
Azicares residuales (g/L) 0,3540,21
Acido citrico (g/L) 0,110,05
Acido malico (g/L) 0,37+0,14
Acido lactico (g/L) 2,06+0,10
Glicerol (g/L) 6,02+0,12

Resultados y discusion

Todos los datos de los resultados experimentales
obtenidos fueron sometidos a tratamiento esta-
distico para determinar su representatividad. Asi
pues, se realizé un andlisis de la varianza (ANO-
VA simple) para cada experiencia y cada rango
de valores, tomando diferentes intervalos de
confianza, de mas amplio a mas estricto, desde
un 95 % hasta un 99,9 %, esto es, tomando un
nivel de significacion a desde 0,05 hasta 0,001.
Para todos los casos se obtuvo un p-valor menor
al nivel de significacién fijado en cada caso, con
lo que se determind que todos los valores experi-
mentales eran estadisticamente significativos, es
decir, que no existian diferencias significativas
debidas al azar.

Experiencia 1:

Los valores medios de los parametros analiza-
dos en los vinos obtenidos en la Experiencia 1
vienen expuestos en la Tabla 1.

Los datos experimentales de las concentra-
ciones de sulfuroso total de la Experiencia 1 se
recogen en la Grafica 1. Se observa que no
existen diferencias notables entre las tres pri-

Semillon-1 Semillon-2 Semillon-3
11,69+0,02 12,6410,02 13,65+0,03
5,40+0,02 5,40+0,01 5,34+0,05
0,40+0,01 0,42+0,00 0,42+0,01
3,46+0,01 3,46+0,01 3,46:0,01
5,73+1,55 5,73+1,85 0,00+0,01
0,33+£0,11 0,55+0,13 1,09+0,12
0,21+0,02 0,26x0,01 0,28+0,01
0,22+0,02 0,17+0,03 0,10+0,04
2,15+0,02 2,16+0,02 2,12+0,02
5,770,12 5,89:0,10 5,78+0,15

meras muestras (grados alcohélicos de +0, +1
y +2), con contenidos en etanol de 10,68,
11,69y 12,64 % v/v respectivamente, y valores
de sulfuroso total oscilando alrededor de 5,5
mg/L. No obstante, para el caso de la muestra
de grado alcohdlico +3, con una concentracion
de alcohol del 13,55 %, la concentracion de
sulfuroso total detectada es nula. En la muestra
+3 se tiene aproximadamente 1 g/L de azlca-
res residuales, mientras que en las demas
muestras los valores de azUcares residuales
son menores de 0,5 g/L. Ademas, los datos
experimentales de los grados alcoholicos refle-
jan que la diferencia entre las tres primeras
muestras es, efectivamente, de 1 grado alcoho-
lico entre muestras sucesivas, corroborando
que el disefio experimental es correcto. Por el
contrario, la diferencia entre grados alcohdlicos
experimentales de las muestras +2 y +3 es lige-
ramente inferior a la unidad (0,9 % vol), con lo
que se puede deducir que, junto con los datos
de azucares residuales, la fermentacion alcoho-
lica de la muestra +3 ha tenido mayores difi-
cultades para su finalizacion que las otras tres.
Este comportamiento se puede observar en la

Experiencia 1 - Grado alcohdlico [SO:] total

[s02] {mg/L)
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Grafica 1. Concentraciones de sulfuroso total de los vinos de la Experiencia 1.
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Gréfica 2, donde se relaciona el contenido en
azucares residuales con el grado alcohdlico
producido, evidenciando que a mayor conteni-
do de etanol las dificultades para la finalizacion
de la fermentacion son mayores.

Este hecho también se puede corroborar si
se observan los datos experimentales de la evo-
lucién de las fermentaciones de la Experiencia 1
(Gréfica 3).

Si se tiene en cuenta que la produccion de
sulfuroso por parte de las levaduras ha sido
independiente del grado alcohdlico en las fer-
mentaciones con menor contenido de azucar
inicial (ensayos +0, +1y +2% vol), y que cuan-
do se ha alcanzado un cierto nivel de etanol
(ensayo +3% vol) las levaduras han tenido difi-
cultades para la finalizacion de la fermenta-
cion, paralizdndose la produccion de sulfuro-
so. Cabria suponer que el contenido en etanol
puede llegar a inhibir la actividad sulfato-
reductora de las levaduras, debido a la fuerte
inhibicion que han sufrido las levaduras por el
alto nivel de etanol en el medio, entrando en
fase de decadencia, y siendo imposible recu-
rrir a la actividad sulfato-reductora para obte-
ner energfa, como si pueden hacer cuando
se agotan los azUcares y no estan todavia en
fase terminal.

Ademaés, en los datos de la Tabla 1 se pue-
de comprobar que el contenido final de etanol
ha influido en varios parametros tales como la
acidez volatil y las concentraciones de acido
citrico y malico.

Por su importancia, en lo que a la calidad
sanitaria del vino se refiere, hay que destacar
que la acidez volatil de todas las fermentacio-
nes esta comprendida entre 0,39 y 0,43 g/L.
Asimismo, se observa que las concentraciones
de 4cido citrico en estas fermentaciones son las
més bajas de todas, aumentado la concentra-
cion de citrico con el etanol final del vino como
se muestra en la Gréafica 4, por lo que es légico
pensar que niveles bajos de etanol favorecen la
accion de algin microorganismo indeseable,
que ataca al &cido citrico dando origen a la pro-
duccioén de acido acético, degradando el vino 'y
haciéndolo inapropiado para el consumo.

A su vez, en la Tabla 1 se puede observar
una disminucion del contenido de acido mali-



Experiencia 1 - Grado alcohdlico. Aziicares residuales vs. Etanol
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Grafica 2. Correlacién entre la concentracién de azlcares residuales y de
etanol al final de la fermentacién de la Experiencia 1.

Experiencia 1 - Grado alcohdlico. Evolucion fermentaciones
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Grafica 3. Evolucion de las fermentaciones de la Experiencia 1.

Experiencia 1 - Grado alcohélico. Acido citrico vs. Etanol
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Grafica 4. Correlacion entre la concentracion de acido citrico y de etanol
al final de la fermentacién de la Experiencia 1.

co con el aumento del etanol, cuya correlacion
se muestra en la Gréfica b.

Asi pues, todo parece indicar que el etanol
es capaz de favorecer la accién de las bacte-
rias lacticas, aumentando la degradacion del
acido malico y por lo tanto disminuyendo su
concentracion en el vino.

De esta experiencia se podria concluir
que la liberaciéon de sulfuroso al medio por
parte de las levaduras se ve dificultada con

un grado alcoholico elevado, mientras que
para grados alcohdlicos bajos y en ausencia
de sulfuroso afladido se puede facilitar la
accion de microorganismos indeseables que
pueden perjudicar seriamente la calidad
organoléptica del vino. Seria interesante
poner a punto técnicas que permitiesen la
elaboracion de vinos de baja graduacion alco-
hélica sin la adicion de sulfuroso por via
externa.
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Experiencia 1 - Grado alcohélico. Acido malico vs. Etanol
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Grafica 5. Correlacion entre la concentraciéon de &cido malico y de etanol
al final de la fermentacién de la Experiencia 1.

Experiencia 2:
Los valores medios de los parametros analiza-
dos en los vinos se recogen en la Tabla 2.

Los valores de las concentraciones de sulfu-
roso total de los vinos de la Experiencia 2 se vie-
nen en la Gréfica 6. Se observa que, para la
muestra de O mg/L de sulfuroso inicial, se tienen
unos 5 mg/L de sulfuroso total al final de la fer-
mentacion alcohdlica, generados por las levadu-

ras. Para las muestras desde 5 hasta 20 mg/L de
sulfuroso inicial, la cantidad de sulfuroso total es
practicamente la misma que la concentracion
inicial de partida, mientras que para las mues-
tras desde 30 hasta 50 mg/L hay una disminu-
cién entre la concentracion inicial y la final de
entre 6y 8 mg/L de sulfuroso total.

Asumiendo, por tanto, que una parte del
anhidrido sulfuroso inicial va a desaparecer del

Tabla 2. Valores medios de los parametros analizados en los vinos de la Experiencia 2

Parametros Macabeo-0 | Macabeo-5 | Macabeo-10 | Macabeo-15 | Macabeo-20 | Macabeo-30 | Macabeo-40 | Macabeo-50
g?:;;"mh(’"“ 12,5140,04 12,5120,02 12,49:002 12,44:006 12,45:003 12,47:004 12,50:0,04 12,52:0,04
AcidezTolal Bl 508:005 5031005 506:004 501:003 504001 485:006 484:004 5341004
:‘f":ii:i‘zg’l"' @b §42:002 039:003 041:001 039:001 0412001 033:001 033:000  0,30:0,00
pH 3,54:0,01  352:0,01 3,53:0,01 3,52:0,02  3,52:0,01 3,50:0,01 3,50:0,01  3,4410,01
SO; Total (mg/l)  4,13:0,33  4,67:0,94  B,B80:0,00 12272207 20671033 23,73+1,49 3173:0,41 42,6710,83
szl 0,99+0,36  0,87+0,27  0,79:0,26  1,12:0,49  1,42:0,74 0,82:033 085:0,13 0,76+0,12
residuales (g/L)

Acido citrico (g/L)  0,34:0,02  0,33:0,02  0,33:0,02  0,34:0,02  0,35:0,01  0,3610,02 0,36:0,01  0,40+0,01
Acido malico (g/L)  0,3440,02  0,33:0,02  0,3840,02  0,38:0,04  0,4040,02  0,3940,02 0,41s0,03  1,26+0,07
Acido lactico (g/L)  1,7210,02  1,69s0,01  1,7120,02  1,700,02 1712002  1,70+0,01  1,6620,02  1,0120,06
Glicerol (g/L) 6,36:0,05 6,65:0,11  6,72:007 6,82:0,15 6,73:009 667012 630:0,10 5861015
Experiencia 2 - Sulfitos iniciales [S0:] total
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Grafica 6. Concentraciones en sul

furoso total de la Experiencia 2.



medio por evaporacion y por recombinacion
con otras moléculas (Ribéreau-Gayon, et al.,
2006), es importante poner de manifiesto que
para concentraciones iniciales de hasta 20
mg/L las levaduras son capaces de reponer
ésta pérdida hasta practicamente alcanzar la
concentracién inicial de partida. Suponiendo
que para todos los casos la cantidad de anhi-
drido sulfuroso que se disipa del medio es
constante, puesto que las caracteristicas del
mosto son las mismas, y que la cantidad de
sulfitos generada por las levaduras sea similar
a la muestra de 0 mg/L de partida (es decir,
unos 5 mg/L), resulta significativo que, para
concentraciones iniciales de sulfuroso superio-
res a 30 mg/L, las levaduras no sean capaces
de liberar sulfitos al medio, lo que explicaria
que la diferencia entre las concentraciones ini-
ciales y finales de sulfuroso total en estos
casos sean practicamente constantes. Asi
pues, se puede decir que la levadura utilizada
en estas fermentaciones es capaz de producir
sulfuroso mientras que la concentracion inicial
sea inferior a 30 mg/L.

Conclusiones

Cuando las levaduras agotan los azUcares sin
haber estado expuestas durante largo tiempo
a la accioén biocida del etanol pueden recurrir
a la via sulfato-reductora para producir ener-
gfa con el consiguiente aumento del nivel de
sulfitos en el medio. Respecto al efecto de la
concentracion de sulfuroso inicial sobre la
produccién de sulfitos durante la fermenta-
cion, los resultados obtenidos ponen de
manifiesto que las levaduras son capaces de
producir y/o liberar sulfitos al medio siempre
que la concentracién inicial sea inferior a
30 mg/L.
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