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RESUMEN:

El color del vino es uno de los atributos mas apreciados por el consumidor al
momento de su eleccion. Por su importancia, la influencia sobre este atributo es
actualmente un criterio de seleccion de levaduras y bacterias lacticas (BAL) para uso
enoldgico. En este trabajo se caracterizdé la influencia de cultivos iniciadores
autoctonos de la Patagonia Norte sobre la calidad sensorial de los vinos con foco en
el color y su relacion con la variedad de uva, con la formulacién de los cultivos, y
preferencia por los consumidores. Vinificaciones a escala piloto (2015 al 2017) e
industrial (2019 y 2021) de mostos patagonicos Pinot Noir (Vendimia 2015) y Malbec
(todos los afios) sulfitados se condujeron con cultivos iniciadores autdctonos de la
Patagonia constituidos por: i) cultivo puro de Saccharomyces cerevisiae F8 (ScF8), ii)
cultivo mixto constituido por ScF8 y Pichia kudriavzevii 115 (ScF8-Pk15) en la forma
de coindculo y una relacion de biomasas 1:100; y iii) cultivo mixto constituido por ScF8
y la bacteria lactica (BAL) Oenococcus oeni UNQ31 (ScF8-Oe3l) inoculadas
secuencialmente. También se realizaron vinificaciones controles con el cultivo
iniciador comercial Saccharomyces cerevisiae F15 (ScF15) y con el cultivo mixto
ScF15-0Oe31.

En todas las condiciones ensayadas los vinos jovenes resultaron normales y secos
pero la influencia de los cultivos iniciadores autéctonos sobre el color soélo fue
significativa en los vinos Malbec. El cultivo autéctono ScF8 incrementd el color de
estos vinos respecto de sus controles (ScF15) mejorando su percepcion sensorial y la
preferencia por los consumidores. La inclusion de la cepa de levadura Pk15 disminuyé
los parametros de color de los vinos, pero mejoré significativamente su calidad
sensorial (menor percepcion alcohdlica y acidez y mayor dulzor que sus vinos
controles ScF8) manteniendo la preferencia por los consumidores mientras que la BAL
Oe31 sblo ejercié una influencia positiva combinada con la cepa fordnea ScF15.
Ambos vinos, los elaborados con el cultivo puro ScF8 y mixto ScF8-Pk15, estabilizaron
su color mediante la formacién de antocianinas poliméricas y copigmentadas y
presentaron un mayor contenido de polifenoles totales y flavonoles (compuestos con
capacidad antioxidante) que los elaborados con el cultivo comercial ScF15
evidenciando la capacidad de las cepas nativas de producir vinos tintos Malbec de
calidad controlada y diferencial.

Palabras clave: Saccharomyces cerevisiae, Pichia kudriavzevii, color, vino,

Patagonia.
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1. INTRODUCCION

1.1 El Vino y el Proceso de Vinificacion

El vino es, exclusivamente, la bebida resultante de la fermentacion alcohdlica,
completa o parcial, de uvas frescas, estrujadas o no, o de mosto de uva, segun el
Cadigo Internacional de Practicas Enologicas de la Oficina Internacional de la Uva'y
el Vino (OlV, 2016). Su graduacion alcohdlica real no debera ser inferior a 8,5% vol.
Sin embargo, teniendo en cuenta el clima, el suelo, la variedad de vid y tradiciones
especificas en determinados vifiedos, el contenido minimo de alcohol total puede
ser reducido a 7% vol. por la legislacion particular a la region considerada (OIV,
2016).

Los vinos genuinos son los obtenidos por la fermentacion alcohélica de la uva
fresca y madura o del mosto de la uva fresca, elaborados dentro de la misma zona
de produccion (CAA. Capitulo XIII - art. 1093, 2023). Este proceso posibilita la

aparicion de una variada gama de propiedades sensoriales.

La produccion de vino involucra muchos
procedimientos que se han modificado a lo largo del
tiempo dependiendo de la zona geogréfica, de la
bodega y del estilo de vino que se desea producir,
pero en todos los casos se comparten ciertas
operaciones basicas, de las cuales, por su
importancia, las involucradas en la vendimia y en la
etapa fermentativa resultan centrales (Pretorius,
2016). El proceso comienza con la recoleccion de las
uvas que puede realizarse en forma manual o
mecanica; pero el despalillado, estrujado y prensado

de la uva son procesos mecanicos (Figura 1).

Tradicionalmente, la vendimia (recoleccion o
cosecha de las uvas) se realiza en Argentina entre
los meses de febrero y abril. Determinar cuando

vendimiar las uvas es un paso decisivo en el proceso

de elaboracibn del vino, estd fuertemente

influenciado por el clima y requiere de analisis
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guimicos y de una degustacion de uvas a la antigua (Pretorius, 2016). EIl momento
en que las uvas se cosechan, a mano o mecanicamente, determina en gran medida

la acidez, el dulzor, el grado alcohdlico, y la textura tanica del vino.
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Figura 1. Elaboracion del vino. Etapas y operaciones unitarias involucradas en
vinificaciones en blanco (flechas amarillas), en tinto (flechas marrones) o en ambas (flechas
negras), factores determinantes de la calidad de la uva y précticas enoldgicas que afectan
la microbiologia de la vinificacion. Arriba: variedades tintas que se vinifican mayoritariamente
en la region del Comahue (Patagonia norte, Argentina) y momentos de sus vendimias.
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Una vez que la uva llega a la bodega, se clasifican los racimos, se retiran las uvas
en mal estado o inmaduras (Boulton, 1996) y se procede a la vinificacion. La
vinificacion, transformacion del mosto de uva en vino, involucra dos bioprocesos: la

fermentacion alcohdlica y la fermentacion malolactica.

La fermentacion alcohdlica (FA) es la etapa central de la vinificacion. En esta etapa
las levaduras, principalmente Saccharomyces cerevisiae, obtienen energia para su
desarrollo y mantenimiento celular mediante la transformacion de los principales
azucares de la uva, glucosa y fructosa, en etanol y diéxido de carbono (1), en

ausencia de oxigeno.

CeH1206 — 2 C2HsOH + 2 CO2 (1)

Durante este bioproceso, también se generan otros metabolitos primarios y
secundarios que determinan las caracteristicas del vino e influyen sobre las
propiedades sensoriales del mismo, principalmente sobre el aroma (Figura 2) (Mina
y Tsaltas, 2017; van Wyk y col., 2021).
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Figura 2: Fermentacién alcohdlica. En rojo estan sefialados los metabolitos primarios
(concentraciones en el orden de los g L?), en verde los metabolitos secundarios
aromaticamente activos (concentraciones en el orden de los mg L™ 0 menores) provenientes
estrictamente de la fermentacion, en violeta los metabolitos derivados por transformacion
enzimética de precursores presentes en el mosto y en negro metabolito indeseable.
(Apablaza, 2006).
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La produccion de vino tinto requiere adicionalmente que, durante la fermentacién
alcohdlica el orujo (piel, semillas y raspones de la uva) permanezca en contacto con
el jugo, operaciéon denominada maceracion. Durante la maceracion, el material
polifendlico, consistente en antocianinas (pigmentos solubles en agua), taninos y
compuestos activos del sabor, migra desde el orujo al mosto, dando al vino tinto su
color, estructura y sabor (Pretorius, 2016). El color del vino esta determinado en esta
etapa por las caracteristicas de la uva y por la duracion del contacto entre el mosto
y el orujo. Las levaduras durante el proceso fermentativo pueden también afectar el
color del vino tinto modulando su composicion antocianica (Topi¢ Bozica y col.,
2020).

La fermentacién malolactica (FML) llevada a cabo por las bacterias del acido
lactico (BAL), principalmente Oenococcus oeni, no es un proceso fermentativo sino
una descarboxilacion particular del acido dicarboxilico L-malico para dar el acido
monocarboxilico L-lactico y diéxido de carbono (2), produciendo una desacidificacién

del vino paralelamente con un aumento del pH (Lermy col., 2010; Bartle y col., 2019).

COOH-CHOH-CH2-COOH — COOH-CHOH-CHs + CO2 (2)

La FML es un bioproceso opcional deseable en la elaboracién de los vinos tintos
y en ciertos tipos de vinos blancos y espumantes porque incrementa su estabilidad
microbiolégica, y también disminuye la acidez del producto (Capozziy col., 2021). La
misma puede ocurrir al finalizar la FA o concomitantemente con ella.

Adicionalmente, durante la FML las BAL contribuyen a la calidad sensorial del
vino, mayoritariamente sobre su complejidad aromética, mediante la produccién de
metabolitos secundarios como el diacetilo, responsable del aroma a manteca, el
propionato, butirato y lactato de etilo, la liberacién de tioles volatiles a partir de
precursores, el metabolismo de la metionina y de actividades esterasas y
glucosidasas, entre otros (Bartowsky y col., 2015; Capozziy col., 2021). No obstante,
también pueden producir off flavors como fenoles volatiles y compuestos peligrosos
para la salud del consumidor como aminas biégenas y carbamato de etilo (Capozzi
y col., 2021).
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1.1.1 Microbiologia del proceso de vinificacion. Levaduras y bacterias del
acido lactico

La vinificacion es un proceso ecolégicamente complejo que implica la interaccion
de microorganismos pertenecientes a grupos muy heterogéneos y diferentes entre
si, de los cuales las levaduras y las BAL son, en ese orden, los mas importantes por
conducir la FA y FML, respectivamente (Liu y col., 2017; Andorra y col., 2019).

En las vinificaciones espontaneas las levaduras y BAL, responsables de llevar a
cabo el proceso, provienen de la superficie de las uvas y del ambiente de la bodega
(Pretorius, 2016; Cappozzi y col., 2021).

Saccharomyces cerevisiae es la levadura vinica por excelencia ya que es la
responsable de conducir la FA. Aunque su presencia en la superficie de las uvas y
al inicio del proceso fermentativo es minoritaria, por sus caracteristicas fisiologicas
particulares, su excepcional poder fermentativo y su tolerancia al estrés osmatico, al
diéxido de azufre y al etanol, entre otras, al final de una fermentacion exitosa, los
individuos de esta especie son la poblacion dominante (van Wyk y col., 2021). No
obstante, otras especies de levaduras pertenecientes a otros géneros,
mayoritariamente asociadas a las superficies de las uvas y colectivamente
denominadas non-Saccharomyces como Kloeckera apiculata/Hanseniaspora
uvarum, Metschinikowia pulcherrima, Pichia kudriavzevii, y Torulaspora delbruekii,
entre otras, estan presentes en los estadios tempranos de la fermentacion durante
tiempos suficientemente prolongados como para aportar a la calidad del vino (Jolly y
col., 2014; Capozzi y col., 2015; van Wyk y col., 2021).

En relacion a las BAL presentes en el vino, Oenococcus oeni es la especie mas
importante por ser la mejor adaptada a las condiciones estresantes que éste le
impone (Lonvaud-Funel, 1999; Lonvaud-Funel y col., 2003), aunque ciertas especies
como Lactiplantibacillus plantarum, Pediococcus parvulus, Pediococcus
pentosaceus, Lentilactobacillus hilgardii, Levilactobacillus brevis, entre otras, son
también de importancia enoldgica (Barata y col., 2012; Petruzzi y col., 2017;
Paramithiotis y col., 2022).

Adicionalmente, el uso de metodologias moleculares en los estudios sobre la
ecologia microbiana de la vinificacién mostré la existencia de una gran diversidad de
individuos (cepas) dentro de las poblaciones indigenas de levaduras y BAL; muchas
de las propiedades de interés enologico son cepa- dependientes (Lonvaud-Funel,
2006; Pretorius, 2016).

10
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Numerosos factores que influyen sobre la calidad de las uvas al momento de la
vendimia y durante la vinificacion influyen también sobre la biota microbiana asociada
a la misma afectando significativamente la calidad sensorial de los vinos (Grangeteau
y col., 2017), con resultados variables entre lotes y entre afiadas. Por esto, el control
de la biota microbiana asociada al proceso fermentativo mediante la inoculacion del
mosto de uva con cultivos iniciadores es una practica enologica de rutina en bodega

tendiente a resolver este problema (Petruzzi y col., 2017).

1.1.2 Cultivos iniciadores para vinificacion

Los cultivos iniciadores son cultivos puros de cepas de levaduras o de BAL
especialmente seleccionadas por sus propiedades enolégicas y que se
comercializan en la forma seca activa (levaduras) o liofilizadas (BAL).

En sus comienzos, el desarrollo de cultivos iniciadores para uso enoldgico se
centr6 en explotar la biodiversidad intraespecifica de la levadura vinica
Saccharomyces cerevisiae (Petruzzi y col., 2017), dominante de la FA (Albergaria y
Arneborg, 2016). No obstante, el avance en la comprension de los aportes de otras
especies de levaduras diferentes de Saccharomyces y de bacterias lacticas (BAL)
involucradas en el proceso, sus potenciales metabdlicos y las numerosas relaciones
que se establecen entre ellas durante la vinificacion (Bartle y col., 2019; Pardo y
Ferrer, 2019; Englezos y col., 2022) ha suscitado un mayor interés por el desarrollo
de cultivos iniciadores de multiples especies de levaduras y BAL. El uso de cultivos
iniciadores multiples (que contienen diferentes cepas de Saccharomyces) o mixtos
(constituidos por cepas de diferentes especies de levaduras o de levaduras y BAL)
esta dirigido a proporcionar soluciones tecnolégicas especificas y/o mejorar las
propiedades sensoriales del vino como el color, aroma y sabor (Russo y col., 2020).

Recientes avances metodoldgicos en el campo de la metagendmica permitieron
correlacionar caracteristicas organolépticas diferenciales, entre vinos elaborados en
diferentes regiones geograficas, con la composicion de las comunidades
microbianas asociadas a ellas (Knight y col.,, 2015; Bokulich y col.,, 2016),
proponiéndose el concepto de “terroir microbiano”, comunidades constituidas por
especies y cepas de microorganismos tipicas de la zona geogréafica de produccion
del vino (Bokulich y col., 2016; Belda y col., 2017).

En este contexto, la tendencia actual en enologia esta orientada al desarrollo de

cultivos iniciadores de la fermentacion maltiples/mixtos constituidos por varias cepas

11
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de Saccharomyces y por cepas de Saccharomyces acompafadas de non-
Saccharomyces (Lappa y col., 2020; Pretorius, 2020) y/o BAL (Bartle y col., 2019;
Devi y Anu-Appaiah, 2021) autdctonas de cada region vitivinicola.

Estos cultivos autoctonos, adaptados a las caracteristicas agroecoldgicas de su
region, se destacan por su mayor capacidad de competencia que los cultivos
forAneos para controlar exitosamente el proceso fermentativo (Lopes y col., 2007) y
por respetar la tipicidad del terrufio permitiendo expresar en los vinos las notas

organolépticas distintivas del mismo (Andorra y col., 2019).

1.2 El Vino. Composicion Quimicay Propiedades Sensoriales

El vino es una compleja solucién hidroalcohdlica acida que contiene diversos
compuestos, tales como azlcares, acidos organicos, polifenoles, compuestos
aromaticos, minerales y polisacaridos, los cuales provienen del fruto, el proceso de
vinificacion y de la crianza (Moreno y Peinado, 2012a). La calidad de un vino no esta
relacionada con la cantidad de una Unica sustancia, sino al contrario con el
armonioso conjunto cuantitativo de sus multiples componentes. En promedio, el vino
contiene un 85 a 90% v/v de agua, etanol en un rango de 9 a 14% v/ivy un 1 a 3%
p/v de otros componentes que, si bien se encuentran en cantidades relativamente
pequefias, aportan complejidad en nariz, estructura en boca y contribuyen al
equilibrio de sus sabores y por lo tanto resultan claves en la calidad del mismo (Figura
3).

Los compuestos derivados de la uva dan al vino su estructura basica y le
proporcionan su distincion varietal, mientras que los compuestos sintetizados de
novo por las levaduras, y en menor grado por las BAL, durante la fermentacion de
los azucares le otorgan su caracter vinoso y definen su estilo o caracter particular
(Polaskova y col., 2008; Styger y col., 2011; Pretorius, 2016). Numerosos factores
que afectan la calidad de las bayas (uvas) y de la biota microbiana participante de la
vinificacibn como son las caracteristicas geopedoldgicas y topoclimaticas del vifiedo,
la variedad, edad y clon de la vid, practicas agricolas, el momento de la vendimia,
las técnicas/practicas enoldgicas y la temperatura del proceso, entre otros, afectan

también la calidad organoléptica del vino (Garcia y col., 2002; Lucini y col. 2020).

12
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Componentes trazas 1%
Agua (azucares, vitaminas, compuestos
86,8% nitrogenados, aniones y cationes)

Polifenoles < 0.4%

e
/,/’ Volatiles 0.5%

/ alcoholes superiores 51.17%)
e ésteres 35.73%)
< cetonas 1.52%)

- acidos grasos 1.34%)

(

(

. (
C13 norisoprenoides (1.52%)

(
\ fenoles, amidas, otros  (1.94)
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Figura 3: Composicion quimica del vino. Cantidades medias de los principales
componentes del vino tinto. Los valores varian segun el tipo de vino elaborado y la técnica
de extraccion. El etanol se representa como peso por volumen (p/v), al igual que todos los
demas componentes, y es equivalente al 14% (v/v). (Reproducido de Sumby y col., 2010 con
modificaciones).

1.2.1 Color del vino

De los atributos organolépticos del vino, el aromay el color son los mas apreciados
por el consumidor al momento de la eleccién (Parpinello y col., 2009). El color es la
primera impresion que el consumidor tiene del vino y le genera una idea sobre la
calidad, edad y estructura del mismo. El color del vino tinto, asi como la astringencia
y amargor estan en gran medida relacionados con su composicion en compuestos
fendlicos, principalmente los antocianinas y taninos.

Desde el punto de vista quimico, los compuestos fendlicos, también llamados
polifenoles, son un grupo de sustancias quimicas formadas por anillos aromaticos
que se clasifican en flavonoides y no flavonoides y cuyas estructuras quimicas,

compuestos mas representativos y su funcion en vinos se muestran en la Figura 4.

13
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Figura 4: Polifenoles. Clasificacién, estructuras quimicas, compuestos mas representativos y
funcién en vinos.

El origen del color rojo de los vinos tintos proviene principalmente de las

antocianinas, glucosidos de antocianidinas solubles en agua. En la Vitis vinifera L.

las antocianinas estan en la forma de 3-monoglucésidos o como monoglucosidos
acilados en el C6 de la glucosa (Figura 5).

14
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R3= OH monoglucdsido
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Rs= j—/_c%; cafeil monoglucésido

Figura 5: Antocianinas halladas en Vitis vinifera, L.

En los vinos tintos jovenes, cada antocianina se encuentra en equilibrio entre cinco
formas moleculares, una unida al diéxido de azufre y cuatro libres (Figura 6), cuyas
concentraciones dependen del pH, de la concentracion de SOz y del grado de
hidratacion. La forma oxonium (cation flavilio) predomina a pH 1 y la hemiacetal
(pseudobase carbinol) a pH 4,5. A pH de 3,4 - 3,6 (apropiados para vinos tintos) el
25% de las antocianinas estan en la forma de catién flavilio, mientras que sdélo un
10% se encuentra en este estado a pH 4,5 (Jackson, 2014).

Las antocianinas son compuestos particularmente inestables en sus formas libres
(Moratay col., 2016; Ju y col., 2021) y se estabilizan por asociacion de sus moléculas
consigo mismas o con otros constituyentes del vino, mayoritariamente compuestos
fendlicos flavonoides y no flavonoides, a través de interacciones entre las nubes
electronicas de los anillos aromaticos de ambos, fendmeno conocido como
copigmentacion (Figura 7), o mediante la formacion de enlaces covalentes rindiendo
pigmentos poliméricos (Figura 8) (Hermosin Gutiérrez, 2007; Heras-Roger y col.,
2016; Morata y col., 2016).
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Figura 6: Equilibrios acido base de las antocianinas en vinos tintos jévenes.

Solo el cation flavilio, por su estructura planar, tiene la capacidad de formar
copigmentos (Figura 7). La copigmentacion produce dos efectos sobre el color del
vino:

2 Un efecto hipercrémico, es decir, un incremento de la intensidad del color
rojo mostrado por el vino tinto con copigmentacion.
2 Un efecto batocrémico, es decir, un viraje hacia tonalidades mas azuladas

del color rojo del vino tinto.
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Ambos efectos se suelen manifestar simultineamente en los vinos tintos, sobre
todo en los jovenes, en diverso grado, segun la composicion fendlica y las relaciones
molares de copigmento/pigmento que de forma particular se establecen en un vino

(Hermosin Gutiérrez, 2007).
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Copigmento

Figura 7: Copigmentacion (antocianinas copigmentadas). Formacién de un complejo de
copigmentacion a partir de un pigmento (antocianina monomérica en su forma de catién
flavilio) y de un copigmento (flavonol) (Extraida de Hermosin Gutiérrez, 2007).

La formacion de pigmentos poliméricos se produce por uniones covalentes entre
las antocianinas monomeéricas y los compuestos fenélicos mayoritarios de los vinos
tintos, los flavanoles (taninos). En principio, son posibles dos tipos de pigmentos
poliméricos, tipo A-T y tipo T-A (Figura 8). Se sabe que el acetaldehido (un metabolito
secundario de las levaduras, y un producto que también se forma lentamente en la
crianza en barrica de roble por oxidacién quimica del etanol) acelera la formacién de
estos pigmentos antocianicos poliméricos, actuando de nexo entre las antocianinas
y los taninos (Jackson, 2014). La evolucion del rojo purpura al rojo anaranjado y su
estabilizacion, la escasa respuesta al diéxido de azufre y a cambios del pH del color
de los vinos tintos durante su envejecimiento han sido atribuidas clasicamente a la

formacion de pigmentos poliméricos.
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Figura 8: Pigmentos poliméricos (antocianinas pigmentadas). Estructuras de los
pigmentos poliméricos resultantes de la unién entre monémeros de antocianinas y taninos.
El tipo A-T es resistente a la decoloracion por dioxido de azufre. (Extraida de Hermosin

Gutiérrez, 2007).

1.2.2 Influencia de levaduras y bacterias lacticas sobre el color del vino

El color del vino esta fuertemente influenciado por la variedad y calidad de las

uvas, por la microbiota fermentativa y por las practicas enoldgicas asociadas al

proceso de vinificacion (McRae y col., 2018). Estd documentado que las levaduras,

durante la FA, pueden afectar el color del vino de una manera cepa dependiente

promoviendo la formacion de pigmentos estables mediante la produccion y liberacion

de metabolitos capaces de favorecer la formacién de pigmentos poliméricos clasicos

(acetaldehido) asi como de promover la sintesis de un nuevo tipo de pigmentos de

antocianinas denominados piranoantocianinas, de los cuales los dos grupos mas

conocidos son las piranoantocianinas vinilfendlicas y las vitisinas (Figura 9) (Morata
y col., 2016; Wang y col., 2018; Topi¢ Bozi¢ y col., 2019).
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Figura 9: Piranoantocianinas derivadas de malvidina-3-glucosido identificadas en vino
(Extraidas de Morata y col. 2016).

Adicionalmente, la adsorcion de pigmentos por las paredes de las células de
levadura (Morata y col., 2016; Topi¢ Bozi€ y col., 2019) y la presencia de cierto tipo
de actividades enziméaticas hidroliticas como las B-glicosidasas tanto en levaduras
(Suarez-Lepe y Morata, 2012) como en BAL pueden reducir la concentracion de
antocianinas impactando negativamente sobre el color del vino, especialmente en
las variedades con problemas por su baja intensidad de color como Pinot noir, la
variedad emblematica de la norpatagonia (Weizman, 2009). Aunque en menor grado,
también se han observado efectos sobre el color debido a la produccién o consumo

de acidos organicos por parte de levaduras y BAL (Morata y col., 2016).
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2. FUNDAMENTACION

En los ultimos afios del siglo pasado, la vitivinicultura nacional recupero el lugar
de relevancia que histéricamente tuvo dentro de las agroindustrias. En la region del
Comahue, ubicada en la Patagonia Norte a 40° latitud Sur, esto se tradujo en una
significativa reactivacion de la actividad en las areas productivas historicas (Alto Valle
de Rio Negro) y en el desarrollo de nuevas areas (Departamento de Afielo provincia
del Neuquén). La regidn es una de la mas australes de la Argentina y del mundo y
se extiende por debajo delrio Colorado (entre 37°5y 40°5 de latitud sur),

abarcando las provincias de Neuguén y Rio Negro (Figura 10).
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Figura 10: Zonas viticolas de la Patagonia Norte Argentina (en verde). Informe INV,
Mayo de 2015.

En esta zona, pueden obtenerse buenos vifiedos a una baja altitud (300 m sobre
el nivel del mar); ademas se caracteriza por poseer condiciones edafoclimaticas
adecuadas para el desarrollo de una viticultura de calidad (suelos aluviales, gran
amplitud térmica en la etapa de maduracion de las bayas, notable luminosidad,
escasas lluvias y baja humedad) con excelentes condiciones fitosanitarias (Llorente

y Casazza, 2005) fundamentales para la elaboracién de vinos de alta gama.
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No obstante, la actividad vitivinicola regional, mayoritariamente orientada a la
produccion de vinos tintos jovenes y secos (80%) (Catania y Avagnina, 2010), sigue
utilizando vinificaciones conducidas por cultivos iniciadores fordneos para la
elaboracion de sus vinos.

Los cultivos comerciales de la fermentacion alcohdlica que actualmente se
encuentran en el mercado estan compuestos mayoritariamente por cepas de
levaduras aisladas de las zonas vitivinicolas mas importantes del mundo, so6lo uno
la Tango (ex INTA 01) procede de un terroir argentino (Valle de Uco, Mendoza) y es
comercializada esporadicamente.

Con el objetivo de contar con cultivos iniciadores autéctonos de la region se
caracterizé la biota microbiana asociada a vifiedos, bodegas y entornos de
vinificaciones en tinto de la region del Comahue (Del Ménaco y col., 2016a; Valdés
La Hens y col., 2015), constituyéndose una importante coleccion de cepas locales
de Saccharomyces y non-Saccharomyces y BAL que permitieron seleccionar cepas
con propiedades adecuadas para su uso como cultivos iniciadores para enologia
(Bravo Ferrada y col., 2011; Del Ménaco y col., 2014ay b; Brizuela y col., 2018).

La sustitucion de los cultivos iniciadores foraneos por estos cultivos autéctonos
permitira la elaboracién de productos de calidad controlada y diferencial, en los que
se expresen las caracteristicas distintivas del terrufio patagonico, agregando valor a
la vitivinicultura regional y mejorando su capacidad de competencia en los mercados
interno e internacional. Como previamente se sefald, el color del vino es uno de los
atributos mas apreciados por el consumidor y adicionalmente es, junto con el grado
alcohdlico, uno de los parametros que establecen el valor comercial en los vinos
tintos de traslado o ventas a granel. Por su importancia, la influencia sobre este
atributo es, actualmente, un criterio de seleccion de levaduras para uso enolégico

(Suarez—Lepe y Morata, 2012).

3. OBJETIVO DEL TRABAJO

Caracterizar el color de vinos elaborados con variedades tintas de Vitis vinifera L.
mediante vinificaciones conducidas por cultivos iniciadores autoctonos de la
Patagonia Norte, y su relacion con la formulacion de los cultivos, con la variedad de
uva, con la escala de elaboracién y con la preferencia observada en los

consumidores
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Microorganismos

Cepas de microorganismos ensayadas

Saccharomyces cerevisiae F8 (ScF8) y Pichia kudriavzevii 115 (Pk15),
caracterizadas como autéctonas de la Patagonia Argentina (Del Moénaco y col.,
2014a; Del Ménaco y col., 2016b) y seleccionadas por sus caracteristicas
metabdlicas de interés enoldgico (Del Ménaco y col., 2014ay b);

Saccharomyces cerevisiae F15 (ScF15), cultivo comercial de Laffort muy utilizado
en esta zona austral para llevar a cabo las vinificaciones en tintos;

Oenococcus oeni UNQ31 (Oe31), también autéctona de la Patagonia Norte y
seleccionada por sus adecuadas propiedades para uso enoldgico (Bravo Ferrada y
col., 2011).

Preparacion de los indculos microbianos

Las cepas de levaduras autéctonas de la especie S. cerevisiae como P.
kudriavzevii, fueron almacenadas en caldo GPY (glucosa 20 g L%,
peptona 20 g L, extracto levadura 10 g L'y pH 5,9) con 30% de glicerol a -80 °C,
se activaron transfiriéndolas sucesivamente a recipientes conteniendo 10 ml y 100
mL de caldo GPY e incubados a 25+2 °C durante 24 h en aerobiosis. Posteriormente,
para continuar con la propagacién y aclimatacion, las levaduras se transfirieron a un
1L de mosto de uvas Pinot noir o Malbec estéril (esterilizado en autoclave a 100°C
durante 30 min) e incubado con agitacion en las mismas condiciones. Finalmente,
para las vinificaciones a escala piloto (vendimias 2015 al 2017) se realiz6 el pie de
cuba, para cada levadura activada, inoculando las levaduras aclimatadas en el mosto
a un recipiente que contenia 10 L de mosto Pinot noir 6 Malbec sulfitado, los que se
dejaron a temperatura ambiente hasta que la concentracion de células de levaduras
fuera del orden de 108 UFC mL™ - 10° UFC mL™. Para las vinificaciones a escala
industrial (15.000 L, vendimias 2019 y 2021) se utilizaron las levaduras autoctonas
en la forma de biomasa humeda propagada en un Biorreactor BIOFLO 415 SIP
utilizando extracto de bagazo de manzana (EBM) como sustrato (Bravo, 2020).

Las levaduras comerciales en todos los casos se propagaron siguiendo las

instrucciones del proveedor.
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La cepa BAL O. oeni 31 conservada en caldo MLO (gL*: triptona 10g; extracto de
levaduras 5g; glucosa 10g; fructosa 5g; MgSO4. 7H20 0,2g; MnS0O4.4H20 0,05g;
citrato amonico dibasico 3,5g; Twenn 80 1ml; cisteina HCL 0,5g; jugo de tomate
100ml; pH 4,8) (Caspritz y Radler, 1983) en 30% de glicerol a -20 °C, se activo en
una placa con agar MLO y se incub6 a 28+2 °C en una jarra para anaerobiosis
durante 7 dias. Después de verificar la pureza del cultivo por métodos clésico y
moleculares (Rodas y col., 2003) se activé en 10 mL de caldo MLO incubado en
anaerobiosis a 28 °C durante 7 dias, posteriormente se propagaron en 100 mL del
mismo caldo en las mismas condiciones de incubacion, y finalmente se aclimato en
1 L de medio de aclimatacién (Accl) segun Bravo-Ferrada y colaboradores (2013) y

en las mismas condiciones de cultivo.

4.2 Vinificaciones

Las vinificaciones se realizaron a escala piloto (200 L) durante las vendimias 2015
al 2017 e industrial (15.000 L) durante la vendimia 2019 y 2021 utilizando mostos
patagonicos industriales Pinot Noir (2015-2016), Malbec (2015 al 2017, 2019y 2021)
sulfitados como sustratos.

En los ensayos a escala piloto se siguieron cinco protocolos de vinificaciones

conducidas por:

a) el cultivo puro constituido por la cepa autoctona ScF8, sembrado con una
densidad del in6culo de manera de obtener 10° unidades formadoras de
colonias (UFC) mL* de mosto a fermentar;

b) el cultivo mixto LEV-LEV: Sacch-non-Sacch, constituido por las cepas
autoctonas ScF8 y Pk15 inoculadas simultaneamente (co-cultivo) y en una
relacion 1:100 de densidades celulares (10%:10°® UFC mL' de mosto a
fermentar) (del Ménaco y col., 2012);

c) por el cultivo mixto LEV-BAL: Sacch-Oenococcus, constituido por las cepas
autdctonas ScF8 y Oe31l inoculadas secuencialmente y en densidades
celulares de 10° y 10’ UFC mL' de mosto a fermentar y vino joven,
respectivamente;

d) por el cultivo comercial Saccharomyces cerevisiae F15 (Laffort), inoculada

en densidades celulares de 105 UFC mL de mosto a fermentar.
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e) por el cultivo mixto LEV-BAL: comercial-autdctono, constituido por la cepa
comercial ScF15 y la cepa autéctona Oe31 inoculadas secuencialmente y
en densidades celulares de 108y 10’ UFC mL* de mosto a fermentar y vino
joven, respectivamente;

Las vinificaciones industriales se condujeron con los cultivos puro y mixto de
levaduras autoctonas y con el cultivo comercial como se describié previamente
(protocolos a, b y d, respectivamente).

Los vinos elaborados con el cultivo comercial S. cerevisiae F15 se utilizaron como
control de los vinos elaborados con el cultivo puro autdoctono (ScF8) y con el mixto
ScF15-0e31 y los vinos elaborados con el cultivo puro ScF8 se utilizaron como
control de los elaborados con los cultivos mixtos autéctonos ScF8-Pk15 y ScF8-
Oe31.

A escala piloto, las fermentaciones alcohdlicas (FAs) se desarrollaron a 232 °C
hasta sequedad de los mostos (azucares reductores totales = 2 g L'). La cinética de
las FAs se siguié diariamente por evolucion de los °Bmeé y °Brix, y hacia el final,
mediante la cuantificacién de los azucares reductores totales (ART) aplicando el
método de Fehling-Causse-Bonnans. Los vinos se trasegaron y se transfirieron a
tanques de 50 L de capacidad se inocularon con Oe31 y se mantuvieron a 20£2 °C
para permitir el desarrollo de la fermentacion malolactica (FML). En las vinificaciones
2015y 2016, inoculadas con los cultivos puros (ScF8 y ScF15) y el mixto LEV-LEV,
las FMLs se desarrollaron espontaneamente en las mismas condiciones de
temperatura que las conducidas. En la vinificacibn 2017 se desarrollaron dos
fermentaciones, una sin FML (FML inhibida) y otra con FML conducida por la BAL
nativa. La inhibicibn de la FML se realiz6 mediante la adicion de elevadas
concentraciones de dioxido de azufre garantizando 45 ppm de SO: libre. La
evolucion de las FMLs se control6 mediante la determinacion del contenido del acido
malico por método enzimatico (acido L(-) mélico, Megazyme International Ireland
Ltd., Bray Business Park, Bray,Co. Wicklow, Ireland) o HPLC.

Finalizadas las vinificaciones los vinos se filtraron, y una vez estabilizados se les
ajusté su concentracion de SO:2 libre a = 40 mg L y se embotellaron.

En las vinificaciones a escala industrial, las FAs se desarrollaron en las piletas
propias de la bodega (15.000 L) a 23£2 °C hasta sequedad de los mostos (ART = 2
g L1). La cinética de las FAs se sigui6 por determinacién de los °Bmé y °Brix.
Seguidamente, los vinos fueron descubados y transferidos a otras piletas de igual
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tamafio y mantenidos a 20£2 °C para permitir el desarrollo de la FML que se llevo a
cabo en forma espontanea. Finalmente, los vinos se filtraron, estabilizaron y
embotellaron.

La implantacion de las cepas de levaduras se siguid por recuento de colonias en
placas de YEPG agar (glucosa 20 g L-1, peptona 20 g L-1, extracto levadura 10 g L-
1, agar 20 g L-1 y pH 5,9) y posterior identificacion a nivel de especie mediante el
andlisis del polimorfismo de los fragmentos de restriccion (RFLP) obtenidos a partir
de amplificar mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) la region del
genoma que comprende el gen del RNA ribosomal 5.8S y sus espaciadores internos
transcribibles (ITS1-5.8S DNAr -ITS2) y su posterior digestion con las
endonucleasas Cfol, Haelll y Hinfl (Esteve Zarzoso y col., 1999). La implantacién de
la BAL se control6é por recuento en agar RMS y posterior identificacion a nivel de
especie por RFLP-PCR de un fragmento del gen de la subunidad B de la ARN
polimerasa (rpoB) utilizando las endonucleasas Acil and Hinfl (Claisse y col., 2007).

Finalmente, el andlisis de la dindmica de las poblaciones de S. cerevisiae y O.
oeni asociadas a los procesos de vinificacion se caracterizé por analisis del
polimorfismo de los fragmentos de restriccion obtenidos a partir del DNA mitocondrial
con la endonucleasa Hinf | (Querol y col., 1992) y por la amplificacion aleatoria de
ADN polimérfico (RAPD) utilizando el iniciador Coc (5-AGCAGCGTGG-3")
(Cocconcelli y col., 1995), respectivamente. La implantacion de todas las cepas fue
mayor al 80% (Curilén y col. 2017).

4.3 Anédlisis de los Vinos

4.3.1 Andlisis fisicoquimicos
La evaluacion fisicoquimica de los vinos se realizé utilizando la metodologia oficial

del Instituto Nacional de Vitivinicultura (INV).

4.3.1.1 Determinacion de azlcares reductores totales (ART). Se realizd
mediante el método de Fehling—Causse- Bonnans (Bordeu y col., 2000).

4.3.1.2 Determinacion del pH. Se realizé por potenciometria empleando un pH-metro
digital Oakton lon 510 Series ORION RESEARCH 231 (Oribn Research
Incorporated, Cambridge, MA) con electrodo de pH rango de 0 a 14.

4.3.1.3 Determinacion de alcohol, glicerol y acidos organicos. El contenido de alcohol

etilico, glicerol y acidos organicos (malico, lactico y acético), se determind por
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HPLC en un Agilent 1260 dotado del software OPEN Lab CHEMSTATION vy
detectores por arreglo de diodos (A= 214nm) y por refractometria (T = 55 °C)
utilizando una columna HIPLEX H con guarda columna y un flujo isocratico de
100% H2S040,001M como fase mévil con una velocidad de flujo de 0,4 mL min-t
y una temperatura de columna de 75 °C.
El glicerol y el acido L(-) malico también se determinaron enziméaticamente
(Megazyme International Ireland Ltd., Bray Business Park, Bray,Co. Wicklow,
Ireland).

4.3.1.4 Determinacion de anhidrido sulfuroso total y libre (SO2). El anhidrido
sulfuroso total y libre se determinaron mediante el método de Ripper (Delanoé,
2003) y se expresan como mg de SOz L.

4.3.2 Andlisis de los componentes del Color

4.3.2.1 Parametros Cromaticos. Las muestras de vino fueron filtradas a través de un
filtro de jeringa de tamafio de poro 0,45 y los parametros de color en los vinos
fueron analizados a partir de los valores de las absorbancias presentadas por las
muestras a tres longitudes de onda: A= 420 nm (tonos amarillos), A= 520 nm (tonos
rojos) y A= 620 nm (tonos azules), de acuerdo a lo propuesto por Glories (1984) y
Pérez - Magarifio y Gonzalez - San José (2002), conforme a las siguientes
ecuaciones:
> Intensidad de Color: ICM = A 420 nm + A 520 nm + A 620 nm

} Tinte: T= A 420nm/ A 520 nm

> [ndice de color: IC = (ICM/T)- 1000

> Porcentaje de Amarillo: Am (%) = (A 420nm X 100) / ICM
> Porcentaje de Rojo: R (%) = (A 520nm X 100) / ICM

> Porcentaje de Azul: Az (%) = (A 620nm X 100) / ICM

> Porcentaje de Brillo: B (%) = 1 -[A4zo + Aezo] x 100
2 X As20
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4.3.2.2 Cuantificacion de Polifenoles Totales (PT). Las determinaciones se realizaron
en vinos previamente filtrados y ajustados a pH 3,6 utlizando un
espectrofotometro SHIMADZU modelo UV-1800. Cada muestra de vino se diluyo
1/50y las absorbancias se midieron a 280 nm frente a un blanco de agua destilada
en una celda de cuarzo de 1 cm de paso. Los resultados se expresaron como mg
de acido galico L' mediante curva de calibracién usando como patrén &cido galico
enunrangode 0a25mg L™

4.3.2.3 Cuantificacion de los Acidos Hidroxicinamicos Totales. Se determiné
mediante una modificacion de la metodologia descripta por Dao y Friedman
(1992). Alicuotas de 50 uL de cada muestra fueron llevadas a volumen (2 mL) con
etanol absoluto y se les determiné la absorbancia a 320 nm. Se realiz6 una curva
de calibracion con acido clorogénico en un rango de 5 - 40 pg en el volumen final
de reaccion. Los valores se expresaron como mg de &cido clorogénico L.

4.3.2.4 Cuantificacion de Flavonoles. Las lecturas de absorbancia se realizaron a
360 nm y ademas se construy6 una curva de calibracién con el flavonol rutina
como patrén en un rango de concentracion de 10 - 50 uyg mL1. El contenido de los
flavonoles fue expresado como mg rutina L.

4.3.2.5 Cuantificacion de Antocianinas.  Se cuantificaron las antocianinas
monoméricas mediante el método de pH diferencial reportado por Wrolstad y
Giusti (2001). La antocianina experimenta una transformacion reversible en
funcién del pH manifestado por un cambio en la absorbancia. La forma oxonium
predomina a pH 1y el hemiacetal a pH 4,5. Alicuota de 1 ml de cada muestra de
vino se llevo a pH 1 y a pH 4,5 mediante el agregado de 4 ml de una solucion
reguladora de cloruro de potasio 0,025 M y de acetato de sodio 0,4 M,
respectivamente. Las muestras se dejaron en reposo a temperatura ambiente y al
resguardo de la luz durante 15 minutos y se procedié a medir la absorbancia a
520 nm (maxima longitud de onda donde absorben los pigmentos antocianicos) y
700 nm (para eliminar absorbancia dada por la turbidez). Los resultados finales
se expresaron como miligramos de cianidina-3-glucésido L de vino conforme a

los calculos que se describen a continuacion:

> A (absorbancia muestra diluida) = (As20 — A700) pH=1 - (As520 — A700) pH=4,5

> Antocianinas (mg/L) = (A x PM x D x 1.000)
ExL
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Dénde: PM = peso molecular de cianidina-3-glucésido, 449,2 g mol?

D = factor de dilucion.

¢ = coeficiente de absortividad molar, 26.900 L mol* cm™?

L = camino Optico, 1 cm.

1000 = factor para pasar de g a mg.

4.3.2.6 Cuantificacion de las fracciones de Antocianinas. Las fracciones y

porcentajes de antocianinas libores o monomérica (AM), copigmentadas (AC) y
poliméricas (AP) se determinaron usando el método modificado de Boulton
(Mazzay col., 1999). Este método consiste en ajustar el pH del vino a 3,6, filtrarlo
a través de un filtro de jeringa de tamafo de poro 0,45 y fraccionarlo en tres
alicuotas de 2 mL cada una, una alicuota se diluye 1:20 con vino sintético (Avino),
otra es adicionada con 20 pL de acetaldehido al 10% (v/v) y se la deja reposar a
temperatura ambiente 45 min (Aacet) Y a la tercera se le afiaden 160 pL de
metabisulfito de potasio al 5% (p/v) (Aso2). Seguidamente, se realizan las
mediciones de absorbancia a 520 nm en cubeta de 1 mm de paso O6ptico.
Corregida la absorbancia para un camino éptico de 10mm, las diferentes formas
de antocianinas se expresaron en unidades de absorbancia del siguiente modo:

> Fraccion de Antocianinas Monomeéricas, AM = Avino - Aso2

> Fracciéon de Antocianinas Copigmentadas, AC = Aacet - Avino

» Fraccion de Antocianinas Poliméricas, AP = Asoz

2 Fraccion de Antocianinas Totales = Aacet
Adicionalmente, se calculé la distribucion porcentual de las diversas formas como:

2 0% Antocianinas Copigmentadas, AC = [(Aacet - Avino)] X 100

Aacet

2 9% Antocianinas Monoméricas, AM = [(Avino - Aso2)] x 100
Aacet

2 0% Antocianinas Poliméricas, AP = [Asoz] x 100
Aacet
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4.3.3 Analisis Sensorial

La calidad sensorial de los vinos se evalué mediante andlisis descriptivo y cata
realizados por un panel de expertos pertenecientes al INTI Villa Regina conforme a
las normativas IRAM 20005, 20006 (1996) y 20012 (1997). En el analisis sensorial
descriptivo se cuantifico la intensidad de los distintos atributos sensoriales utilizando
una escala de 1= no intensidad a 10 = intensidad extrema. En la cata los rangos de
puntuacion utilizados son defectuoso<4; [4,5) regular; [5,6) correcto; [6,7) bueno;
[7,8) muy bueno; =8 excelente.

Las pruebas de preferencia de los consumidores se realizaron durante los eventos
de la Semana del Emprendedor Tecnoldgico (Setiembre 2015), Bariloche a la carta
(Octubre 2017), 39° Fiesta Provincial de la Vendimia (Marzo 2018). La prueba
consiste en una degustacién a ciegas donde los vinos codificados con diferentes
letras (A, B, C...), se presentan en diferentes ubicaciones, debiendo el consumidor
asignarle a cada vino un valor 1, 2, 3... segun su preferencia. Uno, el preferido en
primer lugar, dos en segundo lugar, tres en tercer lugar y asi sucesivamente. El
promedio obtenido para cada vino es mas cercano a uno cuanto mayor es su

preferencia.

4.3.4 Analisis Estadistico

La significancia de los tratamientos realizados sobre las variables consideradas
se realizdé por analisis de la varianza (ANOVA) y prueba de Tukey de la diferencia
significativa honesta (prueba de Tukey HSD) considerandose significativas
diferencias con p<0,05. En caso de no cumplirse los supuestos del modelo
(homocedasticidad de las varianzas, normalidad, e independencia de los datos) se
utilizé un modelo lineal generalizado y/o un modelo mixto y prueba de comparaciones
multiples de Di Rienzo, Guzman y Casanoves (DGC) (Di Rienzo y col., 2002). Todos
los analisis estadisticos se realizaron a través del software INFOSTAT (Di Renzo y

col., 2020) y estan especificamente indicados en cada Tabla y Figura.
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5. RESULTADOS

5.1VINIFICACIONES A ESCALA PILOTO

Durante las vendimias 2015 al 2017 se realizaron vinificaciones a escala piloto
(200 L) de mostos patagoénicos Pinot noir y Malbec conducidas con el cultivo iniciador
autoctono de la FA ScF8 y su respectivo control ScF15 (cultivo iniciador comercial
provisto por Laffort). Debido a que los mostos tintos Patagdnicos contienen
cantidades relativamente elevadas de acido L(-) malico (Caballero y col., 2005), se
ensayaron adicionalmente vinificaciones conducidas con cultivos autoctonos mixtos
constituidos por la cepa ScF8 acompafada, en la forma de co-cultivo, por la cepa de
P. kudriavzevii Pk15 capaz de consumir acido malico (Del Ménaco y col., 2014b) o
por la cepa BAL Oe31 con capacidad de conducir la FML (inoculacién secuencial).
Una vinificacion conducida por el cultivo mixto comercial-autéctono ScF15-Oe31
también fue realizada. En estas vinificaciones las levaduras autoctonas se inocularon

en la forma de pie de cuba.

Las Tablas 1 y 2 muestran los promedios de los parametros fisicoquimicos de
importancia enolégica de los vinos Pinot noir y Malbec elaborados durante las
vendimias 2015 y 2016 resultando todos los vinos normales y secos (ART ~ 2 g L1).
No se observaron diferencias significativas en la mayoria de los parametros
fisicoquimicos de los vinos analizados, excepto en el contenido de acido L-malico de
los vinos Pinot noir, donde el vino elaborado con el cultivo mixto ScF15-Oe31

presentd el menor contenido de dicho &cido (Tabla 1).

Respecto de los parametros de color analizados el efecto de los cultivos
iniciadores fue diferente segun la variedad. Mientras que en los vinos Pinot noir no
se observaron diferencias significativas entre los diferentes vinos experimentales y
sus controles (Tabla 1), para la variedad Malbec (Tabla 2) los vinos elaborados con
el cultivo indigena ScF8 presentan una intensidad de color y un IC significativamente
mayor (efecto hipercrémico) que los elaborados con su control ScF15 y con los
cultivos mixtos LEV-LEV y LEV-BAL (Figura 11).Todos los vinos poseen tintes
caracteristicos de vinos jovenes (0,60 < T < 0,80).
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Tabla 1: Caracterizacion fisicoquimica de vinos Pinot noir elaborados a escala piloto
durante las vendimias 2015 y 2016 mediante vinificaciones guiadas con levaduras y
bacterias lacticas autéctonas de la Patagonia en la forma de cultivo puro ScF8, mixtos de
levaduras ScF8-Pk15 y levaduras-bacterias ScF8-Oe31, su control ScF15 levadura
comercial (Laffort) y cultivo mixto comercial-autoctono ScF15-Oe31.

CULTIVO INICIADOR

PARAMETRO

ScF8 ScF8 ScF8 ScF15 ScF15 p

Oe31 Pk15 Oe31
ART (g L) 2,06 +0,25 2,25+0,14  1,87+0,18 2,0910,01  1,95+0,15 ns
Etanol (%v/v) 15,66+0,22  15,66+0,22 15,65+0,49 15,10+0,42 15,65+0,21 ns
pH 3,91+0,13 3,89+0,16  3,92+0,14 3,87+0,19  3,88+0,17 ns
AT* 4,48+0,13 4,52+0,13  4,75+0,28 4,77+0,30  4,70+0,33 ns
AV* 0,82+0,14 0,75+0,11  0,6910,07 0,87+0,24  0,71+0,03 ns

Ac. L-Malic (g L'Y)* 0,90+0,15* 1,02+0,31% 1,25+0,21°  0,30+0,04*> 1,17+0,24> <0.05
Glicerol (g L?) 10,04+0,33 9,94+0,47 10,260,444  9,70+0,03 10,09+0,16 ns

SO, roral (Mg LY) 12+4 111 1310 13,8016 1143 ns
SO ibre (Mg L) 8+2 70 7+1 4,62+2 7+1 ns
Ic* 67604730 7530560  7440+370  6870+390  6930+400 ns
Intensidad Color  6,144+0,21  6,10+0,23  6,1840,35  5,8640,45 5,91+0,35 ns
Tinte 0,913+0,069 0,825+0,076 0,833+0,088 0,854+0,017 0,852+0,003  ns

1Contenido de &cido L(-) mélico en el mosto inicial: 3,47+0,49 mg L!; ART: azlcares reductores totales; *AT:
Acidez Titulable, expresada como g L' de acido tartarico; #AV: Acidez Volatil, expresada como g L™ de &cido
acético; *IC: indice de color expresado en unidades de absorbancia. ns: no significativo. Superindices diferentes
dentro de la misma fila indican diferencias significativas entre los datos (p < 0,05, ANOVA y test de Tukey HSD,
n=2). Nota: los valores de los parametros fisicoquimicos, pH y AT en particular, son los observados en los vinos
jévenes antes de la correcciéon de su acidez; los valores de los parametros de color los observados después de

la correccién de su acidez (pH =3,6).

ScF8 ScF15 ScF8-P15

s

Figura 11: Color de los vinos Malbec elaborados en la Vendimia 2015
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Tabla 2. Caracterizacion fisicoquimica de vinos Malbec elaborados a escala piloto durante las
vendimias 2015 y 2016 mediante vinificaciones guiadas con levaduras y bacterias lacticas
autoctonas de la Patagonia en la forma de cultivo puro ScF8, mixtos de levaduras ScF8-Pk15
y levaduras-bacterias ScF8-0e31, su control ScF15 (levadura comercial Laffort) y cultivo mixto
comercial-autoctono ScF15-Oe31.

] CULTIVO INICIADOR

PARAMETRO ScF8 ScF8 ScF8 ScF15 ScF15 p

Oe31 Pk15 Oe31

ART (gL?) 1,59+0,32 1,85+0,78  1,85%0,78 1,7340,21 1,71+0,04 ns
Etanol (%v/v) 15,00+0,57  14,80+0,14 14,80+0,14 15,17+0,24  15,05t0,07 ns
pH 4,04+0,09 3,87+0,18  3,87+0,18  3,98+0,06 4,07+0,19 ns
AT* 4,61+0,27 4,61+0,21  4,61+0,21  4,61+0,30 4,77+1,07 ns
AV# 0,87+0,20 0,62+0,16  0,62+0,16  0,81%0,01 0,73+0,06 ns
Ac. L-Malic (g L'Y)*  0,20+0,02 0,19+0,07 0,19+0,07  0,27+0,11 0,26+0,09 ns
Glicerol (g L) 10,39+0,24 9,74+0,41  9,74+0,41  10,08+0,18  10,01+0,21 ns
SO Total (Mg L?) 1748 164 164 164 1816 ns
SO; ibre (Mg LY) 7+1 7+1 7+1 7+1 8+3 ns
ic* 10920+620°  11480+640° 18900+610° 12500+220°° 16020+510° <0,01
Intensidad Color ~ 7,78+0,55°  10,54+0,66° 12,95+0,29° 9,18+0,09°° 10,22+0,74° <0,05
Tinte 0,698+0,008° 0,665+0,027% 0,648+0,001* 0,738+0,011° 0,693+0,009%* <0,05

!Contenido de &cido L(-) malico en el mosto inicial: 2,71+0,25 mg L' ; ART: azlicares reductores totales; *AT:
Acidez Titulable, expresada como g L de 4cido tartdrico; # AV: Acidez Volatil, expresada como g L't de &cido
acético;*IC: indice de color expresado en unidades de absorbancia. ns: no significativo. Superindices
diferentes dentro de la misma fila indican diferencias significativas entre los datos (p < 0,05, ANOVA y test de
Tukey HSD, n=2). Nota: los valores de los parametros fisicoquimicos, pH y AT en particular, son los observados
en los vinos jovenes antes de la correccidn de su acidez; los valores de los parametros de color los observados
después de la correccién de su acidez (pH =3,6).

Las Tabla 3 y 4 muestran los resultados de la preferencia de los consumidores por
los vinos ensayados. Para los vinos de la variedad Pinot noir, no se observaron
diferencias significativas en los vinos elaborados con los cultivos autéctonos. Sin
embargo, el vino elaborado con el cultivo mixto ScF15-Oe31 mejord su preferencia
respecto del elaborado con su control ScF15 (Tabla 3), efecto que se repite en los
vinos elaborados con la variedad Malbec (Tabla 4). Para ésta variedad los vinos
elaborados con el cultivo mixto autéctono ScF8-Pk1l5 mejoran su preferencia
respecto de los elaborados con su control ScF8, resultado consistente con el

obtenido de la evaluacion mediante cata (Tabla 5).
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Tabla 3: Ensayos de preferencia por los
consumidores de los vinos Pinot noir 2015-2016.

(n=85)
TRAT Medias E.E.
ScF15 2,63 0,26 A
ScF8-Pk15 2,15 0,26 B
ScF15-0Oe31 1,85 0,26 B
ScF8 1,73 0,30 B
ScF8-Oe31 1,61 0,29 B

DGC (Alfa=0.10) Procedimiento de correccién de p-valores:
Bonferroni Medias con letras diferentes son
significativamente diferentes (p < 0,10).

Tabla 4. Ensayos de preferencia por los
consumidores del vino Malbec 2015-2016.

(n=80)
TRAT Medias E.E.
ScF15 2,20 0,18 A
ScF8-Oe31 2,15 0,19 A
ScF8 2,10 0,20 A
ScF8-Pk15 1,68 0,25 B
ScF15-Oe31 1,56 0,21 B

DGC (Alfa=0.10). Procedimiento de correccién de p-
valores: Bonferroni. Medias con letras diferentes son
significativamente diferentes ( p < 0,10).

Tabla 5: Evaluacion mediante CATA, Vinos Malbec 2015-2016 (Informe INTI 2016, n=19).

Cultivo Fase
Iniciador visual
ScF8 8,88

ScF8-Pk15 8,81

ScF8-Oe31 8,30

Fase Fase Astringencia  Equilibrio  Val. Clasificacion
olfativa  gustativa global

5,75 6,25 5,88 5,69 5,56 Correcto
5,56 6,56 6,38 6,06 6,13 Bueno

5,92 6,00 6,52 5,70 5,52 Correcto

La Figura 12 muestra los resultados del analisis sensorial descriptivo cualitativo

que se realizd sobre los vinos Malbec. Se puede apreciar que los vinos elaborados

con el cultivo mixto autoctono ScF8-Pk15 poseen menor intensidad de color y grado

alcohdlico y mayor dulzor, caracteristicas que podrian determinar su mayor
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preferencia por parte de los consumidores, mientras que los vinos elaborados con el

cultivo puro autoctono ScF8 solo presentaron una mayor intensidad de color.

Analisis Sensorial Descriptivo

Intensidad de Color y Sensacién en boca

Dulzor
8

Intensidad de Color Acidez

Alcohdlico Cuerpo
Persistencia Astringencia
Amargor Sequedad
—F8 F8+0e31 F15 ——F15+0e31 F8+Pk15

Figura 12: Intensidad de color y sensacion en boca de los vinos Malbec 2015.

Los resultados hasta aqui presentados fueron determinantes para seguir
trabajando con la variedad Malbec ya que, ademas de ser el vino que mas se produce
en la region, se vio mejorado en sus caracteristicas sensoriales por los cultivos
iniciadores autéctonos.

Adicionalmente, para determinar cudl es la influencia de la levadura Pk15 sobre
el contenido de acido L(-) malico, en la vendimia 2017 se decidi6 inhibir la FML
mediante sulfitado (100 ppm de dioxido de azufre total). Los parametros
fisicoquimicos y de color de los vinos elaborados con y sin FML, todos normales y

secos, se presentan en la Tabla 6.
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Tabla 6: Caracterizacion fisicoquimica de vinos Malbec elaborados a escala piloto en la
vendimia 2017 mediante vinificaciones guiadas con el cultivo iniciador autéctono puro ScF8 'y
mixtos ScF8-PK y ScF8-Oe31, con el cultivo puro comercial SCF15 y mixto ScF15-Oe31.

} Sin FML Con FML (Oe31)
PARAMETRO

ScF15 ScF8 ScF8-Pk15 ScF15 ScF8 p
ART (g L) 2,0010,8 1,8040,31 1,61+0,21  1,85+0,07 2,01#0,11 ns
Etanol (% v/v) 11,94+41,56 13,26+0,27 13,42+0,22 13,3%0,21  13,5%#0,12 ns
pH 3,67+0,03° 3,72+0,02° 3,83+0,02° 3,80 +0,03* 3,95+0,06° <0,05
AT 6,36+0,20° 5,95+0,14° 5,75 +0,21° 5,60+0,45° 4,15+0,26° <0,05
AV# 0,38+0,03 0,38£0,05 0,48+0,11  0,41+0,11  0,51+0,14 ns
Ac. L(-)Malic (g L)'  3,44%0,25° 2,77+0,31° 0,73+0,31° 0,89+0,15° 0,91+0,15* <0,01
Glicerol (g/L) 10,42+0,22¢ 9,38+0,11° 10,71+0,11¢ 10,12+0,10° 8,41+0,20*° <0,05
Ic* 17260+890¢  17370+420¢  12450+450° 11190+530° 8050+410° <O0,05
Intensidad Color 12,1740,49° 13,14+0,71° 10,41+0,42* 10,28+0,5* 9,18+0,39° <0,05

Tinte 0,715+0,12° 0,814 +0,15° 0,836 +0.21° 0,919+0,13* 1,140%0,17* <0,05

! Contenido de acido L(-) méalico en el mosto inicial: 2,92+0,45 mg L'}; ART: azlcares reductores totales; *AT:
Acidez Titulable, expresada como g L de &cido tartérico; #AV: Acidez Volatil, expresada como g L™ de &cido
acético; ); *IC: indice de color expresado en unidades de absorbancia. FML inhibida por adicién de bisulfito de
potasio. ns: no significativo. Superindices diferentes dentro de la misma fila indican diferencias significativas
entre los datos (p < 0,05, ANOVA y test de Tukey HSD, n=2). Nota: los valores de los parametros fisicoquimicos,
pH y AT en particular, son los observados en los vinos jovenes antes de la correccion de su acidez; los valores de
los parametros de color los observados después de la correccion de su acidez (pH =3,6).

Los resultados muestran mayores ATs y contenidos de acido malico y menores
pHs en los vinos elaborados con los cultivos iniciadores puros, tanto autéctono como
fordneo (Tabla 6), en cuyas vinificaciones se inhibié la FML, evidenciando la
efectividad del uso de altas concentraciones de bisulfito para inhibir la FML Sin
embargo, la vinificacién conducida por el cultivo mixto ScF8-Pk15, cuya FML también
fue inhibida por el agregado de bisulfito, rindié vinos que presentaron el menor
contenido de acido L-malico y valores de AT y pH similares a los vinos obtenidos en
vinificaciones donde la FML fue conducida por Oe31 exitosamente, evidenciando la
influencia de la levadura non-Saccharomyces P. kudriavzevii sobre la estructura
acida del vino. Este resultado es consistente con la capacidad demostrada por esta
cepa autéctona de la region (Del Ménaco y col., 2016b) de consumir acido malico en
condiciones de laboratorio (Del Ménaco y col., 2014b).

Respecto del color, la cepa autdctona ScF8 tuvo un efecto significativo sobre el IC
y la intensidad de color de los vinos de forma similar al observado en las vendimias

2015 y 2016 (efecto hipercromico), pero adicionalmente los vinos elaborados en el
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2017 también mostraron un aumento de la absorbancia a 420 nm (efecto
hipsocromico) que determiné un aumento significativo de sus tintes respecto del
control (ScF15) (Tabla 6 y Figura 13), pudiendo estar relacionado con caracteristicas
metabdlicas particulares de la cepa autéctona frente al sulfitado.

Respecto de los vinos elaborados con los cultivos mixtos, todos presentan menor
intensidad de color que sus respectivos controles. Este resultado es consistente con
lo observado en los vinos 2015-2016, aunque ahora la diferencia es significativa, y
podria atribuirse a la presencia de actividades glicosidasas tanto en el cultivo adjunto
Pk15 (Del Ménaco y col., 2016b) como en la BAL autéctona (Bravo Ferrada y col.,
2011).

Adicionalmente, los tintes de los vinos elaborados con los cultivos mixtos LEV-
BAL fueron significativamente mayores que los de sus controles debido a un aumento
de sus absorbancias a 420 nm concomitantemente con una disminucion a 520 nm
(Figura 13), efecto que fue mas pronunciado en los vinos elaborados con la dupla

autoctona

La Tabla 7 muestra los resultados del andlisis sensorial descriptivo realizado con
los vinos Malbec 2017. Los vinos elaborados con el cultivo autéctono puro ScF8
presentaron la mayor intensidad de color mientras que los elaborados con el cultivo
mixto LEV-BAL nativo ScF8-Oe31 presentaron una menor intensidad de este
atributo, resultados consistentes con los obtenidos por espectrofotometria.

Adicionalmente, los vinos elaborados con el cultivo mixto ScF15-Oe31 resultaron
tener la menor acidez y los elaborados con el cultivo mixto ScF8-Pk15 el mayor
dulzor.

Finalmente, las Tablas 8 A y B muestran los resultados de los ensayos de
preferencia por los consumidores realizados en dos dias diferentes donde, en un
primer dia se evaluaron los vinos sin FML (8A) y en un segundo dia los vinos
elaborados con y sin FML (8B). Estas tablas evidencian que los vinos mas preferidos
por los consumidores fueron los elaborados con los cultivos mixtos ScF8-Pk15 y
ScF15-0e31 y el elaborado con el cultivo puro ScF8. Estos resultados son
consistentes con los obtenidos en la valoracion mediante cata (Tabla 9) y con
resultados obtenidos en el test de preferencia para los vinos Malbec elaborados en
las vendimias 2015-2016.
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Figura 13: Vendimia 2017. Color (B) y absorbancias relativas a 420nm (% amarillo),

520nm (% rojo) y 620nm (%azul) y porcentaje de brillo de vinos Malbec con FML (A) y

sin FML (C)

37



RESULTADOS

VIVIANA CARRENO

Tabla 7: Analisis Sensorial Descriptivo de los vinos Malbec 2017

Cultivo Intensidad de Color* Dulzor* Acidez ¢
Iniciador Media £ E.E n Media t E.E n Media £ E.E n
ScF8 3,09+0,06¢ 23 4,69+0,16 *° 21 5,90%0,18 *° 21
ScF8-Pk15 2,95+0,06 ¢ 21 4,7910,16 ° 21 5,83+0,18 * 21
ScF8-Oe31 2,24+0,06 ° 22 4,42+40,16 22 5,85+0,18 @ 21
ScF15-Oe31 2,68+0,06 ° 22 4,70+0,16 22 5,52+0,18 ® 22
ScF15 2,83+0,06 ™ 21 4,15+0,16 * 23 6,22+0,17° 23

* Medias con letras diferentes son significativamente diferentes p < 0,001, test Tukey, Alfa=0,05,
DMS=0,23812. *Medias con letras diferentes son significativamente diferentes, test Tukey p=0,01,
Alfa=0,05, DMS=0,62798. ® Medias con letras diferentes son significativamente diferentes, test Tukey
p=0,0166, Alfa=0,05, DMS=0,69253.

Tabla 8: Ensayos de preferencia por los consumidores de los vinos Malbec 2017

A B
TRAT Medias n E.E. TRAT Medias n E.E.
ScF8-Pk15 2,08 24 0,22 A ScF15-0Oe31 2,22 69 0,13 A
ScF8 2,17 24 0,22 A B ScF8 2,26 69 0,13 A
ScF15 2,96 24 0,22 B ScF8-0Oe31 2,54 69 0,13 B
ScF15 2,90 69 0,13 B

Analisis de la varianza y prueba de Tukey, a=0,05. Medias con letras comunes no son significativamente
diferentes (p>0,05).

Tabla 9: Evaluacién mediante CATA de vinos Malbec 2017 (Informe INTI 2018, n=30)

Cultivo Fase Fase Fase Astringencia Equilibrio  Val. Clasificacién

Iniciador visual olfativa gustativa global

ScF8-0e31 7,60 6,73 6,69 6,60 6,27 6,27 Bueno

ScF8-Pk15 7,66 7,31 7,34 7,07 6,96 7,10 Muy Bueno
ScF8 7,69 7,37 7,30 7.33 7,26 7,30 Muy Bueno
ScF15 7,38 7,27 7,27 7,27 7,19 6,96 Bueno

Por todo lo descripto anteriormente se decidié continuar trabajando con las cepas
autéctonas ScF8 y Pk15, y la foranea ScF15, como control, para la conduccion de la
FA a escala industrial utilizando el mismo sustrato (Vitis vinifera L, variedad Malbec),

pero con las levaduras autdctonas inoculadas en la forma de biomasa humeda.
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5.2VINIFICACIONES A ESCALA INDUSTRIAL

Todos los vinos elaborados a esta escala (vendimias 2019 y 2021), resultaron
desde el punto de vista fisicoquimico normales y secos (ART ~ 2 g L) (Tabla 10). El
tratamiento estadistico de los datos evidencio que los vinos Malbec elaborados con
el cultivo iniciador puro autoctono ScF8 presentan una intensidad de color
significativamente mayor (efecto hipercrémico) que los elaborados con el cultivo
comercial (control). Esta hipercromia se explica por un aumento concomitante de las
absorbancias a 520 nm y 420 nm que determina un mayor ICM sin diferencias
significativas en los tintes (Tabla 10) y como consecuencia, un aumento también el

IC en el vino experimental (ScF8) respecto de su control (Tabla 10).

Tabla 10: Caracterizacion fisicoquimica, parametros de color y composicion polifendlica de
vinos Malbec elaborados a escala industrial en vendimias 2019 y 2021, mediante
vinificaciones conducidas por los cultivos iniciadores nativos ScF8 y Sc F8-Pk15 (co- cultivo)
y el comercial ScF15 (Laffort).

Cultivo Iniciador

PARAMETRO p
ScF8 ScF8-Pk15 ScF15

ART (gLY) 2,0710,24 1,92+0,15 1,47+1,08 ns
Etanol (% v/v) 13,98+0,34° 12,49+0,87° 13,78+0,16° <0,05
pH 3,7110,15 3,7110,16 3,6810,20 ns
AT* 5,17+0,11 5,18+0,21 5,48+0,59 ns
AV* 0,40+0,06 0,51+0,43 0,42+0,18 ns
Ac Malico (g L?) 0,455+0,078* 0,078+0,013°  0,846+0,042° <0,05
Ac Lactico (g L) 1,117+0,193° 0,68510,077°  1,070+0,212° <0,05
Glicerol (g L) 8,410+0,942  8,585%0,615 7,390+0,622 ns
Intensidad color 12,60+0,13° 10,10+0,14° 10,44+0,33" <0,05
Tinte 0,695+0,073  0,643+0,067 0,675 +0,072 ns
ICc* 18122+2128* 15805+1887°  15570+2164° <0,05
Antocianinas (mg L)* 675,5+40,70  598,86%49,7 683,50+96,60 ns
Polifenoles Totales (mg L’ 1064,7+50,2* 1013,4119,4° 886,1+73,5° <0,05
Acidos Hidroxicinamicos (mglL)® 148,46+20,27 165,01+2,00 139,95+21,43 ns
Flavonoles (mg L 96,76+5,0° 100,0713,43° 82,60+5,39° <0,05

! Contenido de acido L(-) mélico en el mosto inicial: 2,28+0,23 mg L!; ART: azlcares reductores totales; *AT:
Acidez Titulable, expresada como g L™ de &4cido tartarico; *AV: Acidez Volétil, expresada como g L™ de 4cido
acético; *IC: indice de color expresado en unidades de absorbancia; ns: no significativo. * expresada como mg
de cianidina 3-glucdsido; # expresados como mg de acido galico; ¢ expresados como mg de acido clorogénico;
Tt expresados como mg de rutina. Superindices diferentes dentro de la misma fila indican diferencias
significativas entre los datos (p < 0,05, DGC, n=2).
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El agregado del cultivo adjunto Pk15 para constituir el cultivo mixto autéctono
iniciador de la FA resultd en vinos con menor intensidad de color sin cambios en el
tinte (Tabla 10) y como consecuencia también un menor IC respecto de los
elaborados con el cultivo puro ScFS8.

Estos resultados son consistentes con los observados a escala piloto (Tablas 2 y
6). A igual contenido de antocianinas (Tabla 10), el incremento significativo de los
parametros de color (ICM e IC) observado en los vinos elaborados con el cultivo
autoctono puro (ScF8) podria relacionarse con el mayor porcentaje de antocianinas
copigmentadas observadas en estos vinos respecto de los vinos control (ScF15) y

de los elaborados con el cultivo mixto ScF8-Pk15 (Figura 14).
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Figura 14: Porcentaje de Antocianinas Monoméricas (AM), Copigmentadas (AC) y
Poliméricas (AP) determinadas espectrofotométricamente en vinos elaborados a escala
industrial con levaduras nativas de la Patagonia.

Ambos cultivos iniciadores autoctonos influyeron significativa y positivamente en
los contenidos de polifenoles totales y flavonoles de sus vinos (Tabla 10); estos
altimos compuestos junto con los &cidos hidroxicinamicos presentan capacidad
antioxidante y participan en la formacion de copigmentos y pigmentos poliméricos
durante la vinificacion. Es de interés sefalar que, aunque para el niumero de
muestras analizadas no se observan diferencias significativas, en ambas vendimias
existié una tendencia a un menor contenido de antocianinas en los vinos elaborados

con el cultivo mixto autoctono respecto de los elaborados con ambos cultivos puros
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(Tabla 10), que también podria contribuir a la disminucion en el ICM observada
respecto de su vinos controles (ScF) y que estaria determinada por la presencia de
actividad B-glicosidasa en la levadura non-Saccharomyces Pk15, ya sefialada
previamente. No obstante, el mayor contenido de copigmentos en éstos vinos
elaborados con el cultivo mixto respecto de los elaborados con la cepa comercial
(Figura 14) podria explicar que ambos presenten la misma intensidad de color.

Finalmente, los vinos a escala industrial también mostraron diferencias
significativas en sus contenidos de acido malico, lactico y etanol, cuyas
concentraciones son significativamente menores en los elaborados con el cultivo

autéctono mixto respecto de los elaborados con su control ScF8 y con el comercial.

En relacion a los &cidos organicos, los resultados de la Tabla 10 evidencian un
consumo del 73%, 80%, y 96,5% del acido malico en los vinos elaborados con los
cultivos puro ScF15, puro ScF8 y mixto ScF8-PK15, respectivamente, lo que
determind que el contenido de &cido malico resultara menor en este ultimo vino.
Asumiendo que la FML la realizan sélo las bacterias lacticas, que la FML natural en
estos vinos no fue inhibida y que la transformacion del &cido mélico a acido lactico,
durante la FML es mol a mol, se puede concluir que en los vinos ScF8 y ScF15 todo
el acido malico se consumio via FML mientras que en el vino ScF8-Pk15 solo el 45%
fue consumido por esta via y el 51,5% restante fue consumido por la levadura Pk15
mediante fermentacion maloalcohdlica, metabolismo propuesto para levaduras.
Estos resultados son consistentes con los obtenidos a escala piloto (2017) y
confirman la influencia de la levadura non-Saccharomyces P. kudriavzevii sobre la
estructura acida del vino, hecho que es consistente con la capacidad demostrada por
esta cepa autéctona de la regiéon (Del Ménaco y col., 2016) de consumir acido malico
en condiciones de laboratorio (Del Ménaco y col., 2014b).

El menor contenido de etanol observado en los vinos elaborados con el cultivo
mixto ScF8-Pk15 respecto de su control ScF8, asi como también del comercial
ScF15, microvinificaciones realizadas utilizando mosto sintético como sustrato
muestran a Pichia kudriavzevii 115 como una cepa pobre productora de etanol y
buena productora de glicerol y acido acético (del Ménaco y col. 2014b y 2016a)
proponiendo para la misma un tipo de fermentacién de la glucosa del tipo glicero-

piravica. Los resultados obtenidos en el marco de este trabajo impiden sostener esta
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hipodtesis dado que los contenidos de glicerol y acido acético de los vinos elaborados
con Pk15 en la forma de cultivo mixto no son mayores que los de aquellos elaborados
con su control ScF8 ni con ScF15. Por otro lado, el efecto sobre el contenido de
etanol es variable, fue observado como ya se sefial6 a escala de laboratorio y ahora
a escala industrial (Tabla 10) pero no a escala piloto (Tablas 2 y 6) y podria estar
influenciado por las condiciones que se establecen durante el proceso fermentativo

y que requieren de estudios adicionales.
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6. CONCLUSIONES

> El| uso de cultivos puros de levadura nativas Saccharomyces cerevisiae F8
(ScF8) y mixtos autdctonos S. cerevisiae F8 - non-Saccharomyces Pichia
kudriavzevii 115 (ScF8-Pk15) y S. cerevisiae F8 - Oenococcus oeni UNQ31
(ScF8-0e31) influyen de manera diferente en los atributos del vino, segun la

variedad de uva se trate de Pinot noir o Malbec.

2 Para la variedad Pinot noir y en las condiciones ensayadas (escala piloto y pie
de cubas), el cultivo iniciador autoctono ScF8 mejora la preferencia del
consumidor por los vinos elaborados con él respecto de sus controles (ScF15)
(Tabla 3) sin afectar las propiedades fisicoquimicas y de color (Tabla 1). La
adicién de los cultivos adjuntos Pk15 y Oe31 no afecta a los parametros
fisicoquimicos y de color (Tabla 1) ni mejora la preferencia por los consumidores
por estos vinos (Tabla 3).

2 Para la variedad Malbec, el cultivo iniciador autéctono ScF8 afecta positivamente
los parametros de color ICM e IC y el brillo de sus vinos los que resultaron
mayores que los de los vinos control (ScF15) en todas las condiciones
ensayadas (escala piloto y pie de cuba y escala industrial y levadura humeda)
(Tablas 2, 6 y 10; Figura 13 Ay C) mejorando su evaluacién frente a expertos
(cata: Tablas 5 y 9 y analisis sensorial descriptivo: Figura 12 y Tabla 7) y su

preferencia por los consumidores (Tablas 4 y 8A'y 8B).

> La inclusién de la cepa de levadura P. kudriavzevii Pkl15 o de la BAL
Oenococcus oeni UNQ31 en los cultivos iniciadores autdctonos disminuye la
intensidad y el indice de color de los vinos respecto de los elaborados con su
control ScF8, pero solo el cultivo mixto ScF8-Pk15 mejora significativamente la
calidad organoléptica de los vinos respectos de sus controles ScF (cata: Tablas
5 y 9 y anadlisis sensorial descriptivo: Figura 12 y Tabla 7) manteniendo o
mejorando su preferencia por los consumidores (Tablas 4 y 8A). La BAL Oe31
s6lo ejercié una influencia positiva cuando se combina con la cepa foranea
ScF15 (Tablas 4 y 8B).
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> |La cepa nativa Pkl15 es capaz de estabilizar microbiolégicamente los vinos
mediante el consumo exitoso del &cido L- mélico (Tabla 2, 6 y 10), garantizando
su salubridad. Su uso como co-cultivo de ScF8 constituye una estrategia

novedosa y econdmica para la desacidificacion de los vinos.

> Los cultivos nativos puro ScF8 y mixto ScF8-Pk15 favorecen la estabilizacion del
color mediante la formacion de antocianinas poliméricas y copigmentadas
(Figura 14) como asi también incrementan el contenido de polifenoles totales, y
flavonoles respecto de los elaborados con el cultivo comercial ScF15 (Tabla 10)
evidenciando la capacidad de las cepas de levaduras autéctonas de producir
vinos tintos Malbec de calidad controlada y diferencial respecto de aquellos

elaborados con la levadura comercial.
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