Brom. Maria de los Angeles Bucolo

TESIS DE GRADO

LICENCIATURA EN BROMATOLOGIA

Facultad de Cs. Agrarias, Universidad Nacional de Cuyo

Mendoza, 2020



Brom. Maria de los Angeles Bucolo

DIRECCION POSTAL: San Martin 1573, Las Heras, Mendoza, Argentina. (5539)

CORREO ELECTRONICO: angiebucolo@hotmail.com / angiebucolo@gmail.com

DIRECTORA: Dra. Mariela Assof.

CO DIRECTORA: Dra. Viviana Jofré.

MIEMBROS DEL COMITE EVALUADOR:

Presidente: MSc Jorge Nazrala
Vocales: Ing. Agr. Ignacio Galarraga
Lic. Santiago Palero

Suplente: Ing. Agr. Francisco Gémez


mailto:angiebucolo@hotmail.com

RESUMEN

Los aromas fermentativos son compuestos volatiles de gran importancia debido a su
impacto positivo o negativo en el perfil sensorial de los vinos. Provienen principalmente
del metabolismo de las levaduras sobre carbohidratos, lipidos y compuestos nitrogenados
de los mostos. Diversos estudios han demostrado que los aromas fermentativos estan
directamente influenciados por la composicion nitrogenada de los mostos, la que a su vez
depende del cepaje, la zona de cultivo, las préacticas culturales y enoldgicas. Estudios
recientes en el cultivar Malbec han demostrado que la zona geogréfica incide sobre la
composicion fendlica de uvas y vinos. Sin embargo, el conocimiento de la influencia de la
zona de procedencia sobre la composicion volatil fermentativa en vinos Malbec y sus
precursores en los mostos es escaso. En este marco, se propone determinar influencia
del ibn amonio y las hexosas de mostos de uvas cv. Malbec de tres zonas viticolas de
Mendoza sobre los aromas fermentativos en sus vinos. Se elaboraron vinos Malbec a
partir de uvas cosechadas a 25 °Brix. Las uvas fueron obtenidas de vifiedos de Mendoza
localizados en La Libertad (Rivadavia, 667 msnm), Agrelo (Lujan de Cuyo, 952 msnm) y
Gualtallary (Tupungato, 1483 msnm). Se elaboraron vinos por triplicado inoculando en los
mostos una cepa de levaduras Saccharomyces cerevisiae comercial. Se realizé el
seguimiento y control de los mostos durante la fermentacién alcohodlica. Se extrajeron
muestras cada dos dias hasta la obtencion de los vinos, conservandose a -18°C hasta el
momento de su andlisis. Se determind el contenido de amonio y glucosa/fructosa
enzimaticamente por Espectrofotometria UV-Visible y los aromas fermentativos por
Microextraccion en Fase Sdlida en Espacio de Cabeza y GC-MS Cromatografia de Gases
con Detector de Masas. Se empled el software estadistico Statgraphics Centiurion XVI.1
para el analisis de los datos. La relacién glucosa/fructosa fue superior a 1 en todos los
mostos indicando un adecuado contenido de glucosa para el desarrollo de las
fermentaciones. Los mostos de las tres zonas mostraron diferencias significativas en el
contenido de i6n amonio (Tukey, p <0,05) y fue menor en mostos de Gualtallary. Las
fermentaciones desarrolladas a partir de mostos Malbec de Gualtallary finalizaron a los 13
dias, mientras que los de La Libertad y Agrelo lo hicieron en 7 dias. Esta diferencia podria
deberse a la menor disponibilidad de fuentes nitrogenadas que tienen las levaduras en los
mostos de Gualtallary. Los vinos de La Libertad y Agrelo no mostraron diferencias
significativas en el contenido total de ésteres, alcoholes superiores y terpenoides y su
contenido fue superior al encontrado en los vinos de Gualtallary. Los resultados obtenidos
demostraron que el contenido de ibn amonio en mostos Malbec, influenciado por la zona
de procedencia de sus uvas, junto con otras fuentes nitrogenadas, incidiria en el perfil
volatil fermentativo de sus vinos.

Palabras clave: Malbec, zona geografica, hexosas, fermentacion, amonio.
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1. INTRODUCCION

1.1- HISTORIADE LA VID Y SU LLEGADA A MENDOZA

El origen de la vitivinicultura en el mundo se habria situado en las orillas del Nilo con la
cultura egipcia, aunque algunos afirman que se remonta al 3000 a.C. en el area del Mar
Negro y Caspio (zona considerada cuna de la vid). Su expansion sobre el continente
europeo estuvo dada por el avance de los romanos durante sus conquistas, ya que para
ellos el vino era el principal producto utilizado para trueque comercial. En aquel entonces,
Espana e Italia eran las principales zonas productivas de vino (Lacoste, 2013; Lanzarini &
Mangione, 2015).

Durante la invasién otomana a Europa, a partir de 1453, muchas vides fueron erradicadas
ya que el islam prohibia el consumo de vino. A pesar de ello, su permanencia fue posible
gracias a que los monjes catélicos utilizaban el vino en la liturgia cristiana. De esta forma,
contribuyeron a que la tradicion vitivinicola no se perdiera, cultivando la vid en abadias y
monasterios para luego distribuirla por toda Europa y América (Lacoste, 2013; Lanzarini &
Mangione, 2015).

La vid desembarcé en América, mas precisamente en Santo Domingo, durante el segundo
viaje de Colon, lugar donde el cultivo no prospero dado el clima tropical circundante. México,
Perd y Chile fueron zonas donde se arraig0 perfectamente y el cepaje que se adapté a este
nuevo continente se denomind “Criollo”. A pesar de que existian vides silvestres en la
América precolombina, éstas no eran aptas para la elaboracion de vino, es por eso que los
espafioles son considerados los predecesores del desarrollo vitivinicola en nuestro
continente (Girini, 2014).

De las tres corrientes colonizadoras que poblaron el territorio de nuestro pais la que
provenia del Oeste, a través de Chile, trajo las primeras estacas y semillas de vid, las que
fueron implantadas en Santiago del Estero en 1553, y luego en Mendoza y San Juan en la

década siguiente. (Lanzarini & Mangione, 2015).

Entre 1816 y 1885 con la declaracion de la independencia y la llegada del ferrocarril, se
producen cambios en el equipamiento de las bodegas, la creacion de la Quinta Normal de
Agricultura (1853), la introduccién de cepas francesas y la capacitacion técnica de los
productores (Girini, 2014).

Mendoza es el centro vitivinicola argentino mas importante, siendo ésta una de las

principales actividades econdémicas de la region (Lanzarini & Mangione, 2015), con el



Malbec como principal cepaje tinto producido. Durante la Gltima década, se han desarrollado
diversos estudios del cultivar Malbec, variedad insignia de Argentina, orientados a conocer
su comportamiento fenolégico en funcion de las condiciones agrocliméaticas de la zona
implantada, y tecnoldgico, de acuerdo a las variables productivas utilizadas. Dichas
variables, tendran impacto en la composicién quimica y, por tanto, en los atributos
sensoriales de los vinos obtenidos (Casassa & Sari, 2015; de Rosas et al., 2017; M. L.
Fanzone, 2012).

1.2- REGIONES VITIVINICOLAS
1.2.1 Regiones viticolas en Argentina

Las diferencias geogréaficas hacen de Argentina un pais donde es posible adecuar, en sus
distintas regiones, diferentes variedades de uva. La principal zona vitivinicola argentina se
encuentra ubicada al oeste del mapa, y se extiende desde los 22° hasta los 40° de latitud
sur. Esta franja puede ser dividida en tres regiones bien diferenciadas por sus
caracteristicas ecoldgicas netamente definidas y la diversidad de sus suelos: Noroeste,
Centro Oeste y Sur (Pandolfi & Cuello, 2003).

Dichas zonas se caracterizan por encontrarse a diferentes latitudes, abarcando distintas

provincias argentinas:

- Noroeste: 22° a 29° de latitud sur, abarca las provincias de Salta, Catamarca y La Rioja.

- Centro Oeste: 29,5° a 36° de latitud sur, abarca a San Juan y a Mendoza. El 91,7% de la
superficie de vifiedos del pais esta en esta zona.

- Sur: 37° a 40° de latitud sur, abarca las provincias de Neuquén y Rio negro (Goldin,
2004).

1.2.2- Regiones viticolas en Mendoza

La vitivinicultura es una de las principales actividades econémicas de Mendoza, ya que las
condiciones climaticas y de suelo son ideales para el adecuado desarrollo de la vid. Los
suelos predominantes en las regiones viticolas son, en general, francos a franco arcillosos,
permeables y con poca materia organica; en las regiones altas y ventosas presentan textura
franco arenosa y areno limosa y pedregosa; y en el Este provincial son ricos en potasio
(Vallone, 2007).
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Figura 1: Principales regiones vitivinicolas de Argentina y Mendoza.

Fuente: https://es.slideshare.net/pinzonherreramiguel/vinos-48306632

Dentro de la provincia se pueden diferenciar 5 regiones vitivinicolas (Fig. 1): Norte (Lavalle y
Las Heras); Centro (Lujan de Cuyo, Maipu, Guaymallén y Godoy Cruz); Este (San Martin,
Rivadavia, Junin, Santa Rosa y La Paz); Valle de Uco (Tunuyan, Tupungato y San Carlos) y
el Sur (San Rafael y General Alvear) (Pandolfi & Cuello, 2003).

1.2.2.1- Zona Centro — Agrelo, Lujan de Cuyo

La oOptima llegada de luz solar, el indice de frescor nocturno, y las caracteristicas
particulares de la tierra (suelos profundos, arenosos y pedregosos con muy poca arcilla),
otorgan una calidad unica a los vifiedos ubicados alrededor de los 1.000 msnm. La zona de
piedemonte cuenta con una buena pendiente, esta caracteristica hace que sea ideal para

favorecer el drenaje de sus suelos.
1.2.2.2. Zona Este- La Libertad, Rivadavia

El clima templado y las horas sol que tienen sus cultivos, permiten una 6ptima maduraciéon
de la uva. En esta zona hay una amplia disponibilidad de terrenos que se encuentran entre
los 650 y los 750 msnm (Wines of Argentina, 2011).

1.2.2.3. Valle de Uco — Gualtallary, Tupungato

Los vifiedos implantados a mayor altitud en Mendoza se encuentran en Gualtallary,

Tupungato, dentro del Valle de Uco. Algunos de ellos se encuentran emplazados a 1550


https://es.slideshare.net/pinzonherreramiguel/vinos-48306632
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msnm, por lo que en dichas zonas las temperaturas maximas son moderadas, con una baja
humedad relativa ambiental y gran exposicion a la luz solar. Estas caracteristicas climéticas
permiten que sus frutos biosinteticen altos contenidos de compuestos fendlicos (Berli,
Fanzone, Piccoli & Bottini, 2011; M. Fanzone, Pena-Neira, Jofré, Assof & Zamora, 2010). La
zonha posee suelos rocosos, arenosos o aluvionales, por lo que tienen una buena
permeabilidad y drenaje y bajos niveles de nitrégeno (Vallone, 2007; Wines of Argentina,
2011).

1.3- EL VINO, BEBIDA NACIONAL Y LA IMPORTANCIA DEL MALBEC

El Cédigo Alimentario Argentino (C.A.A.), en su articulo 1093 del Capitulo XIll, define al vino
genuino como aquel que es obtenido por la fermentacion alcohdlica de la uva fresca y
madura o del mosto de la uva fresca, elaborados dentro de la misma zona de produccion.
En tanto que el mosto virgen de uva ha sido denominado por la Ley 14.878 como aquel que
proviene de la molienda o prensado de la uva fresca en tanto no haya empezado a

fermentar (Fermentadas, 1998; Instituto Nacional de Vitivinicultura, 1959).

En Argentina, el vino fue declarado bebida nacional y publicado en el boletin oficial de la
Nacién (Ley 26.870) el dia 2 de agosto de 2013, con el fin de impulsar su promocién en el
mundo. Este esfuerzo por promover y difundir al vino argentino, principal actividad
econdmica en la region Cuyo, estuvo acompafiada por el Plan Estratégico Vitivinicola 2020
impulsado por la Corporacion Vitivinicola Argentina-COVIAR. Se suma a esta importante
estrategia el hecho de que Mendoza fuese designada como una de las mas importantes
capitales mundiales del vino (COVIAR, 2001).

El Malbec es originario de Cahors, Francia donde es conocido como Cot o Auxerrois. Sin
embargo, el cepaje implantado en nuestro pais, logré diferenciarse ampliamente del Cot
cultivado en Francia. En Argentina las principales zonas de cultivo se ubican hacia el Oeste,

en regiones bien diferenciadas topografica y agroecol6gicamente (Goldin, 2004).

Ampelograficamente, se describe como una variedad de hojas orbiculares y cuneiformes,
desiguales, y rugosas, presentando 3 I6bulos débiles, y uno medio mas largo, con dientes
rectos y medianos (Fig.2). Presenta bimorfismo foliar, con hojas enteras y trilobadas. En

abril-mayo se vuelven rojizas hasta llegar a tener tonalidades bordé.

Los racimos se caracterizan por ser conicos, de tamafio mediano, sin la presencia de granos
apretados, sus bayas tienen piel gruesa, con mucho color, taninos fuertes, y sabores
acentuados (Catania & Avagnina, 2010; Goldin, 2004).
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Figura 2: Caracteristica ampelografica de la hoja del cepaje Malbec.

En general, los vinos del cultivar Malbec se caracterizan por su color rojo rubi intenso con
tonos violaceos, pudiendo presentar aromas predominantes a ciruela y a frutos rojos. En
boca cuenta con buena estructura y concentracién, con baja astringencia, debido a sus
taninos suaves, sabor levemente dulce y proporcionada acidez. Estas notas gustativas
incrementan su intensidad cuando los vinos son elaborados con uvas de zonas de mayor
altitud (Goldin, 2004).

1.4- CONTEXTO ACTUAL DEL VINO ARGENTINO

Argentina se ha posicionado en las ultimas décadas como uno de los paises productores de
vinos de calidad. Esto ha sido validado por la designacion de Mendoza como la octava
capital mundial del vino por la Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino, teniendo
como cepaje emblematico el cultivar Malbec (Wines of Argentina, 2013). La superficie de vid
en Argentina al 2018 es de 218233 ha, en Mendoza representa el 70,1% del total del pais,
es decir, 153.029 ha, de las cuales 36586 ha estan destinadas al cultivo del cepaje Malbec.
Argentina cuenta con cerca de 895 bodegas elaboradoras de vino, la mayoria de ellas
situadas en la provincia de Mendoza. La estadistica vitivinicola aportada por el Instituto
Nacional de Vitivinicultura (INV) indica que en 2018 en el pais se cosecharon 25.733.114
guintales de uva tanto para consumo en fresco, elaboracién de mostos y vinos (Instituto

Nacional de Vitivinicultura, 2018a).

El vino es, actualmente, la segunda bebida alcohdlica mas consumida por los argentinos
(Urrutia, 2015). El volumen de vinos varietales autorizados para consumo tuvo una

disminucion del 5,2% el ultimo afio (2017), comportamiento también observado en el
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consumo interno (Fig. 3), con una reduccion del 6,4% respecto de 2016 (Instituto Nacional
de Vitivinicultura, 2018c, 2018b).

2.300.000
2.200.000 -
2,100,000
2.000.000 -
1.900.000

1.800.000 -

1.700.000 T T
2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2012 | 2014 | 2015 | 2016 2017

- Seri951.1.‘354..2.017..2.015. 1.953. | 1.947. | 1.905. | 2.008. | 1.985. | 2.222. | 2.057. 1.907.

Figura 3: Comportamiento del mercado interno de vinos varietales en el periodo 2007-2017

en Argentina. Fuente: (Instituto Nacional de Vitivinicultura, 2018a).

La exportacién de vinos varietales argentinos representa el 87% del total de vinos aptos

para venta, como lo muestra la Figura 4 (Instituto Nacional de Vitivinicultura, 2018b).

Otros - -
0,05% | Sin mencién

Espumosos . [ varietal
1,5% \ (

11,5%

Varietal
87,0%

Figura 4: Volumen de exportacion de vinos correspondiente a la vendimia 2017 donde se
observa la importancia de los vinos varietales argentinos en los mercados internacionales.

Fuente: (Instituto Nacional de Vitivinicultura, 2018b).

El Malbec sigue siendo el cultivar que lidera el mercado interno de consumo y de
exportaciones (Fig.5), representado por un 38,1% y 61,42%, respectivamente, del total de

vinos tanto monovarietales como blends. (Instituto Nacional de Vitivinicultura, 2018b)
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Figura 5: Comportamiento de los vinos monovarietales y blends de diferentes cepajes tanto

en el mercado interno como en las exportaciones correspondientes a la vendimia 2017.
Fuente: (Instituto Nacional de Vitivinicultura, 2018c)

Esto evidencia la importancia econémica que tiene el Malbec en Argentina y la necesidad de
conocer aun mas este cultivar, desde el punto de vista viticola y tecnolégico para continuar

ofreciendo tanto al mercado regional como internacional un producto que siga destacandose
en calidad.

1.4- PROCESO DE ELABORACION DE VINOS TINTOS

DESCOBAJADO O
DESRASPADO

ENCUBADO

FERMENTACION

MACERACION

DESCUBE |——————*| PRENSADO VINO
PRENSA
TRASIEGOS

FERMENTACION
MALOLACTICA

ESTABILIZACION H FRACCIONAMIENTO ]

Figura 6: Esquema del proceso de elaboracion de vinos tintos.
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1.4.1- Muestreo

El muestreo de uvas es esencial para definir el momento de cosecha. En las uvas
muestreadas se determina el contenido de azlcares (solidos solubles) empleando un
refractometro y expresando los resultados en °Bx o en g.L™ de solidos solubles. En base a
este pardmetro, podemos tener una idea del alcohol potencial del vino y establecer el punto
adecuado de cosecha. La degustacion de la uva por personal capacitado, es una forma de
determinar el grado de madurez, juzgando el potencial fendlico que se aprecia al probarla
(P. Ribéreau-Gayon, Glories, Maujean & Dubourdieu, 2006). Un indicador visual del grado
de madurez es considerado, segun Goldin (2004), como el momento donde, al presionar la
baya, sale primero un jugo dulce y después una pulpa integra y casi transparente, con

semillas marrén brillantes.
1.4.2- Cosecha

En Mendoza, la vendimia comienza hacia finales del verano, pudiendo extenderse hasta
abril (Goldin, 2004). EI momento de cosecha dependerda de las condiciones climaticas
imperantes. Las condiciones climaticas son importantes en este momento, ya que es
recomendable cosechar evitando dias lluviosos, para que las uvas estén secas y asi evitar
la dilucion de los azucares. Dias demasiado calidos podrian generar ruptura de las bayas,
por lo cual se perderia parte del jugo y serian mas susceptibles a contaminaciones
microbianas. La cosecha puede ser manual o mecanica, ambas tienen sus beneficios y sus
defectos. La cosecha manual mantiene mejor la calidad de las bayas y permite discriminar
los racimos segun distintos criterios, pero es lenta y requiere de mucho capital humano. Por
otro lado, la mecanica es rapida, es de facil empleo, pero generalmente disminuye la calidad
de la uva cosechada, y no puede ser llevada muy lejos, a menos que la cosecha sea
cuidadosa, con una maquina regulada adecuadamente. (Flanzy, 2002; Pascal Ribéreau-

Gayon, Dubourdieu, Doneche & Lonvaud, 2005).
1.4.3- Transporte

El objetivo es que los racimos lleguen enteros y sin modificaciones posteriores a la cosecha,
por este motivo los recipientes deben ser lo menos profundos posibles (hasta 0,6m), de un
material adecuado y de facil limpieza. En el caso que no se cuente con este tipo de envase,
pueden emplearse carpas que cubran la superficie del acoplado del camion para que la uva
no entre en contacto con el material y no se pierda mosto. También esta permitido el uso de

bins de material plastico de hasta 400 kg. En general, la mejor estrategia de transporte para
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conservar en adecuadas condiciones la uva, evitando fermentaciones anticipadas, es

realizarlo con la mayor rapidez posible (Flanzy, 2002; Pascal Ribéreau-Gayon et al., 2005).
1.4.4- Recepcion

En esta etapa se realiza un control de peso, se corrobora la variedad, el estado sanitario, el

tenor azucarino.
1.4.5- Molienda

Una vez recibida la uva, se descarga en lagares de acero inoxidable para molerla. En la
moledora se realiza la determinacion por refractometria del tenor azucarino. Es en este
momento cuando pueden agregarse diferentes compuestos que faciliten el normal desarrollo
de las fermentaciones, como es el caso de la adicion de SO, (como metabisulfito de sodio)
para inhibir la actividad de los microorganismos que trae la uva (Flanzy, 2002; Goldin, 2004).
Existen dos tipos de estrujadores, a rodillos y los rotativos, estos ultimos utilizan la fuerza
centrifuga para estallar los granos contra un cilindro cribado, permitiendo el paso de los
granos estallados por las perforaciones, quedando el raspén retenido, por lo que este tipo de
estrujadora produce también el descobajado. Otros métodos modernos emplean los
principios de los tradicionales métodos, empleando otros sistemas mecénicos, como es el

caso del flash detente (Pascal Ribéreau-Gayon et al., 2005).
1.4.6- Descobajado o desraspado

Consiste en la eliminacién del raspdn y es realizado por una maquinaria formada por un
cilindro cribado, con un eje rotatorio con paletas en su interior. La pulpa y el hollejo pasan
por las perforaciones, y el raspén se elimina al final del tubo. Posterior a este paso hay una
bomba que sirve para distribuir el mosto por diferentes cubas (Pascal Ribéreau-Gayon et al.,
2005).

1.4.7- Encubado

Es el llenado de las vasijas fermentativas con el mosto obtenido. El llenado se realiza
dejando aproximadamente un 20% vacio, debido a que durante la fermentacion se libera
mucho CO, (Pascal Ribéreau-Gayon et al., 2005). Es de gran importancia la limpieza de las
cubas con agua, antes y después del encubado, para evitar contaminaciéon con bacterias y

hongos indeseables (Flanzy, 2002).

Durante esta etapa, el gas lleva el orujo hacia arriba formando el sombrero, que durante la

fermentacion esta protegido de oxidaciones y del ataque de bacterias acéticas por el mismo
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CO, liberado. Una vez que se reduce la liberacion de este gas, es necesario hundir el
sombrero, junto con los microorganismos aerobios que contiene. Este proceso puede
hacerse manualmente en cubas pequefias, 0 mecanicamente, y se denomina bazuqueo.
Como consecuencia de esta intervencion, también se produce la extraccion de compuestos
deseables del orujo (como antocianinas y taninos), la aireacion del mosto y la
homogeneizacion de la temperatura (Ribéreau-Gayon Pascal, Dubourdieu, Donéche &
Lonvaud, 2006).

1.4.8- Fermentaciones

Para el adecuado inicio del proceso fermentativo, es importante llevar el mosto a una
temperatura adecuada, 20°C aproximadamente, para poder inocular las levaduras que
llevaran a cabo la fermentacion. La temperatura de fermentacion no deberia superar los
25°C para evitar paradas fermentativas, por lo que se recurre a la refrigeracion, cuando se

detecta un aumento de la misma.

Las vasijas fermentativas cerradas solian tener el problema del calentamiento y la falta de
oxigeno, es por eso que en la actualidad se soluciona este inconveniente recurriendo a la
refrigeracion, y para lo segundo se realiza una operacion denominada remontaje. Esta
operacién consiste en tomar liquido de la parte inferior de la cuba y rociarla por encima del
sombrero. De ésta manera se homogeneizan las levaduras, el azlcar y la temperatura; se
favorece la multiplicacion de levaduras por la aireacién; activa la fermentacion; y moja el
sombrero extrayendo compuestos de interés sensorial y evitando que se acetifique. El
remontaje mas eficaz es el realizado al segundo dia de fermentacion, porque las levaduras
en la fase de crecimiento, tienen mayor requerimiento de oxigeno, y también se evitan
pérdidas de alcohol por evaporacion. Empiricamente se ha probado que una aireacion
deseable se da con dos remontajes a un intervalo de 24 horas, la cantidad de remontajes es
importante, ya que, si se los utiliza en exceso, se pueden extraer demasiados taninos
(Flanzy, 2002; Pascal Ribéreau-Gayon et al., 2005).

Durante la fermentacion es necesario controlar la temperatura, la velocidad de fermentacion,
y también verificar el fin de la fermentacion mediante la obtencién de menos de 2 g/L de
materia reductora, que incluye a la glucosa y a la fructosa. Cuando esta terminada es
recomendable hacer el seguimiento del acido malico, ya que la fermentacién malolactica
deberia comenzar después del agotamiento de los azlcares (Pascal Ribéreau-Gayon et al.,
2005; Zamora, 2009).
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1.4.8.1- Maceracién

Comunmente es llevada a cabo durante el encubado, asi como también la fermentacion
alcohdlica. En ambos procesos, la maceracion favorece la extraccion de compuestos de
interés sensorial del orujo. Esta etapa permite el aporte al vino de compuestos fendlicos,
colorantes, sustancias nitrogenadas, polisacaridos (pectinas mayoritariamente), minerales, y

compuestos volatiles libres o ligados a azucares (glicosil glicésidos), entre otros.
1.4.9- Descube

Es el proceso mediante el cual se vacia la cuba donde se macero y se llevé a cabo parte o
toda la fermentacion alcohdlica, para llevar el vino a otra vasija donde completara la
fermentacién alcohdlica, si es necesario, y se desarrollara la fermentacion malolactica.
Puede descubarse y llevarse el vino directamente a barrica o a otra cuba. La determinacion
del momento de descube depende de varios factores: el tipo de vino buscado (cuerpo,
aromas, color), de la materia prima (uvas poco maduras necesitan encubados cortos para
evitar la extraccion de taninos duros), de la vinificacion, entre otros. Si el encubado es mas
extenso, hay un aumento en la extraccién de taninos y los mismos sufren transformaciones

gue suavizan sensorialmente los vinos (Flanzy, 2002; Pascal Ribéreau-Gayon et al., 2005).

1.4.10- Prensado

En esta etapa el orujo es prensado extrayendo asi el vino prensa. Es un proceso que debe
hacerse rapido para evitar oxidaciones. Los dispositivos que pueden utilizarse son, prensas
verticales hidraulicas, prensas horizontales a bandejas, prensas neumdaticas, prensas
continuas, cada una de ellas tiene sus ventajas y desventajas (Pascal Ribéreau-Gayon et
al., 2005). A veces se mezcla el vino prensa con el vino gota para otorgar mayor estructura y
concentracion. Los solidos obtenidos del prensado, podrian emplearse para la produccion

de aceite de uva, o se utiliza como abono en las plantaciones (Goldin, 2004).
1.4.11- Trasiegos

Consisten en separar el vino de las borras que quedan en el fondo de las vasijas. Esta etapa

permitiria, ademas, la evaporacién del gas carbonico (Flanzy, 2002).
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1.4.12- Fermentacién malolactica

Esta fermentacion produce una reduccion de la acidez del vino, por la conversion del acido
malico en acido lactico realizada por bacterias lacticas. Sensorialmente el cambio es notable

ya que aparece una sensacion de acidez mas suave en boca.

La reaccion se explica como la descarboxilacion del acido malico, perdiendo una funcion

acida, la cual es liberada como CO..

C,H,0, ——— CH,CHOHCOOH + CO,
Acido mélico Acido lactico

Se controla su desarrollo mediante cromatografia de papel, donde se observa la
desaparicion del acido malico y la aparicion del acido lactico. En esta etapa es
recomendable controlar también la acidez volatil, ya que las bacterias lacticas podrian
degradar el acido citrico y biotransformarlo en acético. Una vez terminada la fermentacion
malolactica, las bacterias pueden metabolizar compuestos deseables como glicerol, acido
tartarico y otros, aumentando también la acidez volatil y la acidez total. Es necesario
entonces, tomar precauciones para que esto no suceda, eliminando las bacterias, mediante
medios fisicos, como calor, o la filtracién, o por medio de procedimientos quimicos como el
agregado de SO, o ciertos inhibidores como la lisozima (Pascal Ribéreau-Gayon et al.,
2005).

1.4.13- Estabilizacion

Se realiza para evitar la aparicion de precipitados en la botella. Este proceso incluye la
clarificacién, la filtracién, y la estabilizacién tartarica. Los vinos que se someten a procesos
de afejamiento, no necesariamente deben ser estabilizados, ya que el proceso se hace

naturalmente con el tiempo.
1.4.13.1- Clarificacion

Los vinos jévenes necesitan la adiciébn de clarificantes que eliminen las proteinas y la
materia en suspension; en tintos se utiliza normalmente la albimina y la gelatina. Se afladen
al vino y se dejan actuar un tiempo, para que los componentes que quieren eliminarse
precipiten. Mediante pruebas en pequefia escala se evallan las dosis de clarificantes que se

deben utilizar.
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1.4.13.2- Filtracién

Una vez que el vino ha sido clarificado, se pasa por filtros de tierra; de membrana o
cartuchos; o por filtro tangencial, para retener particulas que hayan quedado en suspension.

1.4.13.3- Estabilizacion tartarica

Se realiza para eliminar el bitartrato de potasio, ya que tiende a precipitar a bajas
temperaturas. Para llevarla a cabo, se enfria el vino hasta temperaturas cercanas a su punto
de congelacion, ésta depende del grado alcohdlico del vino. El vino se mantiene en dicha
temperatura durante 6 o 7 dias, tiempo en el cual se van formando cristales de bitartrato que

precipitan. El sobrenadante luego se filtra en frio para eliminar microcristales de bitartrato.
1.4.14- Fraccionamiento

Se realiza con maquinas llenadoras. En Argentina, hay aproximadamente 100 tipos de
envases. Para Malbec se utiliza generalmente una botella de color verde, neutralizada con
tonalidades caramelo o ahumados, para proteger el producto de la luz, la misma se conoce

comunmente como “Burdeos”(Goldin, 2004).

1.5- COMPUESTOS QUIMICOS DE IMPACTO EN LA ELABORACION DE VINOS:
HIDRATOS DE CARBONO Y COMPUESTOS NITROGENADOS

En general mostos y vinos contienen cantidades variables de azlcares, ibn amonio,
péptidos, aminoacidos, proteinas y otros compuestos nitrogenados, minerales, vitaminas,

compuestos lipidicos, compuestos volatiles y fendlicos diversos, entre otros (Flanzy, 2002).
1.5.1- Principales hidratos de carbono en mostos

Los azucares en las uvas estan conformados en su gran mayoria, por la glucosa y la
fructosa (hexosas). Provienen del metabolismo primario de la planta y se encuentran en
concentraciones entre 170 a 220 g.L™. El contenido de estos compuestos en uvas y mostos
depende de factores climaticos y agronémicos que afectan la madurez de los frutos (Flanzy,
2002; Keller, 2015).

La formacion de estos azlicares se da en la fotosintesis, proceso a partir del cual se sintetiza
la sacarosa, que luego es hidrolizada por accién enzimatica en estas dos hexosas (Flanzy,
2002). Son transportados desde las hojas hacia los racimos en el momento del envero.
Para que estos compuestos se movilicen dentro de la planta, es necesario que la sacarosa

sea hidrolizada, con el fin de reducir el tamafio molecular y facilitar su transporte. El
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contenido de glucosa y fructosa durante el proceso de maduracion de las uvas cambia, en el
envero, la relacion glucosa/fructosa es 2:1 y en el estado maduro, es de 1 a 0,95. Esto
demostraria que, ademas de la hidrélisis de la sacarosa, se producen isomerizaciones de
las hexosas, por lo cual esta relacién cambia desde el envero hasta alcanzar la madurez. Al
final de la fermentacion alcohdlica esta relacion disminuye a valores de entre 0,2 y 0,4
(Flanzy, 2002; Waterhouse, Sacks & Jeffery, 2016). y, como ya se expreso, la D-glucosa y
la D-fructosa son los carbohidratos mas abundantes, pero la glucosa es la que prefieren la
mayoria de las levaduras. (Pascal Ribéreau-Gayon et al., 2005; Zamora, 2009).

1.5.2- Compuestos nitrogenados en mostos

Existe una amplia gama de compuestos nitrogenados en mostos y vinos. En general, se
considera que el contenido de compuestos nitrogenados en ciertas regiones podria alcanzar
los 390 mg N.L™. El contenido de compuestos nitrogenados en uvas y sus mostos depende
del grado de madurez, de las condiciones edafoclimaticas, la fertilizacion del suelo, la

sanidad de la planta, entre otros (Flanzy, 2002; Keller, 2015).

La vid absorbe a través de sus raices sales de amonio y nitratos. Estos nitratos luego son
reducidos enzimaticamente convirtiéendose en i6n amonio, detoxificandose asi de estos
aniones (Flanzy, 2002). EI amonio ingresa a la célula por difusion facilitada y, por cada
amonio que ingresa, se expulsa un hidrégeno, con la utilizacién de una molécula de ATP. Ya
en el citoplasma, el amonio es empleado para la biosintesis de aminoacidos por la via de la
glutamato deshidrogenasa, o por la de la glutamina sintetasa (Terrier, Poncet-Legrand &
Cheyner, 2009).

En los mostos se encuentran ademas compuestos nitrogenados organicos como péptidos,
proteinas, manoproteinas, vitaminas y aminoacidos, entre otros (Waterhouse et al., 2016).
Los aminoacidos son importantes desde el punto de vista tecnoldgico ya que junto con el i6n
amonio conforman el nitrégeno facilmente asimilable y, adicionalmente, son precursores de
los alcoholes superiores (Flanzy, 2002; Fugelsang & Edwards, 2007). Los aminoacidos en
mostos se encuentran en cantidades variables ya que también depende del cepaje, las
condiciones climaticas, el grado de madurez, el suelo, etc (Loulakakis et al.,, 2009;
Waterhouse et al., 2016).
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1.5.3- Metabolismo de compuestos nitrogenados y hexosas durante la

fermentacién alcohélica

El ibn amonio es facilmente asimilado por las levaduras y su concentracion en los vinos es
menor que en sus correspondientes mostos (Mas et al., 2014). Sin embargo, no ocurre 1o
mismo con los aminoacidos ya que las levaduras no los metabolizan a todos de igual forma.
Por un lado, las levaduras Saccharomyces cerevisiae no son capaces de asimilar la prolina
bajo las condiciones en las que se desarrollan las fermentaciones alcohdlicas (Magasanik &
Kaiser, 2002). Por otro lado, las levaduras catabolizan amino&cidos de manera selectiva, por
lo que la disponibilidad de ciertos aminoacidos de facil asimilacién afectaria el desarrollo de
las fermentaciones. Forman parte del nitrégeno facilmente asimilable junto con el i6n
amonio, pardmetro quimico ampliamente utilizado en la elaboracién de vinos. Este
parametro permite establecer niveles de nitrégeno fermentable adecuados para el normal
desarrollo de las fermentaciones alcohdlicas (Fugelsang & Edwards, 2007; Terrier et al.,
2009).

Las levaduras generaran a partir de los azucares, alcohol, didxido de carbono y glicerol
principalmente. Otros compuestos minoritarios seran biosintetizados a partir del
metabolismo de carbono y nitrégeno, como es el caso de los compuestos volatiles
fermentativos. Estos compuestos incluyen ésteres, alcoholes superiores, aldehidos, cetonas
y ciertos terpenoides (Bayonove, Baumes, Crouzet & Gunata, 2003) y dan a vinos jovenes el
caracter fresco-vinoso, aportando notas frutales y florales principalmente (Waterhouse &
Ebeler, 1998). Por otro lado, los carbohidratos, ademas de ser el sustrato necesario para las
fermentaciones alcoholicas, cumplen un rol importante en el sabor de los vinos, y en la
produccion de glicerol, alcohol que da untuosidad en boca (Flanzy, 2002; Pascal Ribéreau-
Gayon et al., 2005).

El metabolismo de los carbohidratos por parte de las levaduras depende de su disponibilidad
en el sustrato y de las condiciones donde se desarrolle, siendo un factor limitante la
disponibilidad de oxigeno. Asi, en presencia de oxigeno, las levaduras llevaran a cabo la
respiracion, proceso que ocurre en las mitocondrias con un elevado rendimiento energético.
En cambio, en condiciones limitantes de oxigeno, las levaduras desarrollan fermentaciones
cuyo rendimiento energético es menor que el desarrollado en la respiracién (Fugelsang &
Edwards, 2007; Pascal Ribéreau-Gayon et al., 2005).

En el caso del mosto, aun en presencia de oxigeno, Saccharomyces solo puede fermentar

los azlcares, debido a que la concentracion de azdcar es mayor a 9 g/L, lo que produce una
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represion catabdlica por la glucosa o efecto Crabtree. En este caso, la mitocondria se
degenera, y en simultaneo, las enzimas del ciclo de Krebs y los constituyentes de la cadena
respiratoria son reprimidos (M. Victoria Moreno-Arribas & Polo, 2009; Pascal Ribéreau-
Gayon et al., 2005).

1.5.4- Hidratos de carbono en vinos

Los azUcares que quedan de las uvas en el vino, son en su mayoria glucosa y fructosa, y
minoritariamente arabinosa y xilosa. Otorgan a los vinos gusto dulce, aporte que también
realizan ciertos alcoholes como el etanol, el glicerol, y el butilenglicol, asi como el inositol, el

manitol, el xilitol, el arabitol, el eritritol, y el sorbitol (Pellerin & Cabanis, 2003).
1.5.5- Compuestos nitrogenados en vinos

En vinos, la composicion nitrogenada se modifica cuali y cuantitativamente respecto de lo
encontrado en los mostos. Esto se debe principalmente, a que ha intervenido el
metabolismo de las levaduras durante el proceso fermentativo (Waterhouse et al., 2016).
Las levaduras consumen selectivamente las fuentes nitrogenadas disponibles y biosintetizan
aquellos compuestos necesarios para cumplir funciones metabdlicas, pudiendo liberarlos al
medio, como se muestra en la Figura 7 (Ough, Z, An & Stevens, 1991). La autdlisis de las
levaduras cuando alcanzan su fase de muerte, aporta también al medio, amino4cidos que se
encuentran intracelularmente o en sus paredes celulares (Babayan & Bezrukov, 1985).
Ademas, en la elaboracion de vinos tintos, la maceracién es un proceso que podria aportar
compuestos nitrogenados presentes en las partes solidas (hollejos, pulpa, semillas en menor

proporcion) al vino (Hernandez-Orte et al., 1998).
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Figura 7: Esquema del metabolismo nitrogenado de levaduras Saccharomyces cerevisiae
donde se observa la capacidad de asimilar distintos compuestos nitrogenados y producirlos

intracelularmente.
1.6-COMPOSICION VOLATIL EN VINOS

Los compuestos quimicos del vino son responsables de las diferentes sensaciones olfativas,
gustativas, tactiles, y quimioestésicas (Bayonove et al., 2003). Los compuestos volatiles
presentes forman el aroma del vino y surgen a partir de diferentes reacciones bioquimicas

gue ocurren en los procesos tecnologicos y biolégicos durante su produccion.

Los compuestos volatiles (o0 aromas) se pueden encontrar en forma libre (odorante) o ligada
(no odorante) tanto en la uva, el mosto y el vino. Los compuestos ligados, o precursores de
aromas, tienen la capacidad de liberar la aglicona (compuesto volatil) de la glicona, por
ruptura de enlaces B-glicosidicos. Estos compuestos se consideran un reservorio aromatico
para los vinos ya que la liberacion de la fraccién volatil se dard bajo ciertas condiciones de
pH y temperatura durante el proceso de elaboracion y conservacién de los vinos (Liu, Zhu,
Ullah & Tao, 2017; Waterhouse et al., 2016). La composicién volatil de los vinos esta
influenciada por diversos factores involucrados en las diferentes etapas de la cadena
productiva. Las condiciones agroclimaticas (temperatura, radiaciones solares, suelo, entre

otros), las préacticas culturales (poda, raleo, orientacion de hileras, etc), las practicas
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tecnolégicas (levaduras y bacterias empleadas, uso de aditivos, maceraciones, etc) y las
condiciones de conservacion, influirdn en el contenido y diversidad de compuestos volatiles
gue pueden encontrarse en un vino (Flanzy, 2002; Moreno-Arribas & Polo, 2009; Pascal
Ribéreau-Gayon et al., 2005).

Los compuestos volatiles, o aromas, pueden clasificarse segun su origen en:
1.6.1- Compuestos volatiles varietales:

Provienen de la uva y los compuestos caracteristicos son: las pirazinas, norisoprenoides,
ciertos terpenoides, tioles volatiles, entre otros. Existen ciertos compuestos volatiles que han
sido encontrados so6lo en algunos cepajes, por tanto, se los considera “marcadores de la
variedad”. Tal es el caso de las pirazinas en Cabernet sauvignon, que aporta aromas a
pimiento, pimienta molida o tierra y algunos compuestos azufrados en Sauvignon blanc con
aromas tipicos a maracuya o frutos tropicales (Belancic & Agosin, 2007; Styger, Prior &
Bauer, 2011).

1.6.2- Compuestos volatiles prefermentativos:

Se originan por procesos mecanicos ocurridos desde la cosecha hasta el comienzo de la
fermentacién y estan representados por alcoholes, aldehidos y acidos organicos, saturados
e insaturados, de 6 a 9 atomos de carbono. La presencia de estos compuestos en los vinos
es baja si la madurez de la uva es la adecuada (uvas inmaduras presentan mayores
contenidos de estos compuestos) y sus descriptores son netamente herbaceos,
relacionados a descriptores como pasto cortado y hojas verdes (Oliveira, Faria, S4, Barros &
Araujo, 2006).

1.6.3- Compuestos volatiles fermentativos:

Se producen como consecuencia del metabolismo de carbohidratos y compuestos
nitrogenados por parte de levaduras y bacterias, aunque éstas Ultimas en mucha menor
proporcion. Estan conformados por alcoholes, ésteres, cetonas, 4cidos organicos,
aldehidos, terpenoides, compuestos azufrados y fenoles volatiles, entre otros. Son los
compuestos que se encuentran en mayor concentracion en los vinos tintos, mientras que en
blancos los terpenoides podrian ser los mas abundantes. Aportan a los vinos jévenes notas
frutales frescas o flores, mientras que algunos compuestos estan asociados a aromas a

alcohol fusel o solvente (Flanzy, 2002; Lambrechts & Pretorius, 2000).
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Figura 8: Esquema metabdlico simplificado de las levaduras S. cerevisiae donde se observa
la produccion de metabolitos primarios, como el etanol y secundarios, como alcoholes

superiores, ésteres, acidos grasos, monoterpenos, etc.

Fuente: Swiegers, Bartowsky, Henschke & Pretorius (2005)

Los principales aromas fermentativos son:
1.6.3.1. Alcoholes superiores o alcoholes fusel

Estos compuestos se forman durante la fermentacion alcohédlica desarrollada por las
levaduras por dos vias: a) por catabolismo de aminoacidos, por descarboxilaciéon y
reduccion de los a- cetoacidos obtenidos por transaminacion y b) por el anabolismo de los
mismos, a partir de los a-cetoacidos obtenidos de los azlicares. Su presencia en vinos
depende fuertemente de la disponibilidad de fuentes nitrogenadas que existan en los mostos
durante las fermentaciones alcohélicas. Aportan a los vinos notas desagradables a
solventes, exceptuando el 2-feniletanol cuyos descriptores olfativos estan asociados a las

rosas (Hernandez-Orte, Cacho & Ferreira, 2002; Waterhouse et al., 2016).
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1.6.3.2. Acidos grasos y ésteres

Los acidos grasos de 2 a 10 atomos de carbono pueden encontrarse en forma libre o
esterificados formando los ésteres etilicos de acidos grasos. Por su parte, los alcoholes
superiores que se acetilan forman los acetatos de alcoholes superiores. Los ésteres etilicos
de acidos grasos son los responsables del aroma afrutado, exceptuando el acetato de etilo,
que no presenta olor desagradable en concentraciones menores a los 100 mg.L™. Los
acidos grasos en cambio tienen en su mayoria un impacto negativo en el aroma del vino,
principalmente los de cadenas cortas. Estos compuestos también se forman como producto
del metabolismo de las levaduras durante la fermentacion alcohdlica (Bayonove et al., 2003;
Waterhouse & Ebeler, 1998).

1.6.3.3. Terpenoides

Las levaduras Saccharomyces y no-Saccharomyces son capaces de biosintetizar pequefias
cantidades de terpenoides durante el desarrollo de las fermentaciones alcohdlicas. Por otro
lado, la actividad p-glicosidasa y las condiciones de acidez del medio, generarian la
hidrolisis de los precursores de aromas liberando aquellos terpenoides que se encuentren

glicosilados (Carrau et al., 2005).
1.6.3.4. Compuestos volatiles azufrados

Durante el desarrollo de las fermentaciones, las levaduras pueden metabolizar aminoacidos
azufrados (metionina y cisteina) y producir compuestos azufrados de bajo y de alto peso
molecular. Los primeros estan generalmente asociados a olores desagradables, mientras
gue los segundos aumentan en complejidad el aroma del vino aportando descriptores a ajo,
coliflor o frutas tropicales como el maracuya (Swiegers & Pretorius, 2007). En general, estos
compuestos se encuentran por debajo del umbral de percepcion, sin embargo, pueden
alcanzar valores indeseados debido a la influencia de la temperatura de fermentacion, la

cepa de levadura empleada y el nitrdgeno asimilable, entre otros (Bayonove et al., 2003).
1.6.4- Aromas de conservacion y afiejamiento:

Son producidos por reacciones guimicas sobre compuestos ya existentes (hidrélisis,
ciclaciones) o puede ocurrir la apariciébn de compuestos nuevos, producto de la hidrélisis de
precursores glicosilados. Por otro lado, se incluyen en esta categoria los compuestos
volatiles que cede la madera, ya sea de barrica, duelas, chips o polvo (Bayonove et al.,
2003; Clarke & Bakker, 2011).
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2- HIPOTESIS Y OBJETIVOS
2.1- HIPOTESIS

El contenido de i6n amonio y hexosas de mostos de uvas cv. Malbec de tres zonas viticolas

de Mendoza generan diferentes contenidos de aromas fermentativos en los vinos.

2.2- OBJETIVO GENERAL

Evaluar la influencia del contenido de i6bn amonio y las hexosas de mostos de uvas cv.

Malbec de tres zonas viticolas de Mendoza sobre los aromas fermentativos de sus vinos.

2.3- OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar el contenido de i6n amonio, glucosa y fructosa en mostos, mostos en

fermentacion y vinos Malbec de tres zonas viticolas de Mendoza.

- Determinar el contenido total de alcoholes, ésteres y terpenoides en vinos cv. Malbec de

tres zonas viticolas de Mendoza.

- Evaluar la relacion de compuestos nitrogenados y azucares reductores sobre la

biosintesis de aromas fermentativos.



29

3- MATERIALES Y METODOS

3.1- Obtencién de mostos y vinos Malbec

Este trabajo fue desarrollado empleando uvas Malbec cosechadas de vifiedos homogéneos
en vigor, de acuerdo a los parametros establecidos por Bodegas Esmeralda S.A. (datos no
mostrados) que se encuentran en tres zonas viticolas de Mendoza. Las tres zonas
empleadas se diferencian principalmente por la altitud (Tabla 1) y las condiciones climaticas

tal como temperaturas minimas y maximas a lo largo del ciclo vegetativo.

Tabla 1: Caracteristicas geograficas de las zonas seleccionadas

Localidad Abreviatura Departamento Altitud (m.s.n.m.) Fecha de cosecha

La Libertad LLIB Rivadavia 667 7 de marzo
Agrelo AGR Lujan de Cuyo 952 13 de marzo

Gualtallary GU Tupungato 1483 27 de marzo

Se seleccionaron vifiedos homogéneos en vigor, conducidos en espaldero y con un sistema
de riego por goteo con regimenes hidricos estandares empleados por la Bodega Esmeralda
S.A. Se realiz6 la cosecha manual de racimos a aproximadamente 25°Brix. Para la cosecha
de cada parcela, conformada por una hilera (réplica), se seleccionaron 5 claros al azar y se

procedi6 a la cosecha manual.

Los vinos fueron elaborados segun protocolo estandar del Laboratorio de Enologia de INTA
Mendoza. La uva fue descobajada, molida y 20 kg del mosto resultante fueron encubados
en bidones de plastico de grado alimentario. Se inhibieron las fermentaciones alcohdlica y
lactica espontaneas mediante el agregado de metabisulfito de potasio (100 mg.L™") y
lisozima (25 mg.hL™). Los mostos fueron homogeneizados e inoculados con 30 g.hL™ de
una cepa de levaduras Saccharomyces cerevisiae YSEO Lalvin ICV D254 (Lallemand) y
colocados en camaras de temperatura controlada. A fin de evaluar la influencia de las
condiciones agroclimaticas de las distintas zonas sobre la composicion quimica de los
mostos y su influencia en la produccion de aromas fermentativos en los vinos, los mostos no

fueron suplementados con fuentes nitrogenadas.

Se realizé el control de fermentaciones por medicion de peso de tanque, densidad y
temperatura hasta alcanzar el final de fermentacion. Se efectuaron remontajes y bazuqueos
previos a la toma de muestras para el control diario y muestras para analisis quimicos. Se

realizo el ajuste de la acidez total de los vinos obtenidos por adicion de &cido tartarico de
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uso enoldgico, hasta alcanzar una concentracion final de 7 g.L™. Se realizé el descube y los
vinos fueron colocados en recipientes de vidrio. Las muestras extraidas fueron conservadas

a -18°C hasta el momento de su analisis.
3.2- Determinacidon de parametros generales en mostos y vinos

Se realizé la evaluacién de los parametros generales como pH, contenido de alcohol, acidez
total, azlcares residuales y acidez volatil (Zoecklein, Fugelsang, Gump & Nury, 1999).

3.3- Determinacién de glucosa y fructosa por reaccion enzimética y
espectrofotometria UV-Visible

Los métodos enzimaticos fueron puestos a punto durante el desarrollo de este trabajo,
evaluando principalmente la interferencia de compuestos fendlicos en su medicion (datos no

mostrados).

La glucosa y la fructosa son los principales azlcares reductores que se encuentran en
mostos y vinos. El andlisis de estas hexosas por método enzimatico consiste en un primer
paso donde ocurre la fosforilacion de la D-glucosa y D-fructosa en presencia de la enzima
hexokinasa y adenosina-5-trifosfato (ATP). A partir de dicha reaccién se forma adenosina-5-
disfosfato (ADP) y glucosa-6-fosfato y fructosa-6-fosfato. Estos compuestos, en presencia
de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y fosfoglucosa isomerasa son oxidados en
presencia de fosfato de nicotinamida adenina dinucleétido (NADP) a gluconato6-fosfato y el
NADP reducido a NADPH. La cantidad de NADPH formado es estequiométricamente igual

al contenido de D-glucosa y D-fructosa y su absorbancia es medida a 340 nm.
3.3.1.- Preparacion de la muestra y reactivos

Para la determinacién de glucosa y fructosa se procedié de acuerdo a las especificaciones
del protocolo de fabrica. Por un lado, se realiz6 la dilucion de la muestra para que la
concentracion de glucosa y fructosa se encuentre dentro del rango lineal del método. Una
vez realizada la dilucién se procedié a tratar las muestras con polivinil polipirrolidona (PVPP)
para eliminar interferentes (compuestos fendlicos) y se ajusté el pH a 8 con solucién de
hidroxido de sodio 2N. Las muestras fueron nuevamente centrifugadas vy filtradas en filtro de
nylon de 0,45 um de poro y colocadas en viales de vidrio color caramelo de 2 mL hasta el

momento de su analisis.

Por otro lado, los reactivos y soluciones del kit enzimético se prepararon por adicion de agua

pura calidad MilliQ: para la solucién 1 (buffer) se agreg6 al vial 27 mL de agua pura calidad
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MilliQ, para la solucién 2 (complejo enzimatico) 2,8 mL y para la solucién 3 (para andlisis de
fructosa) 1120 uL de agua.

3.3.2- Procedimiento

1. Encender el espectrofotometro y seleccionar la longitud de onda de 340 nm. Asegurarse
gue el equipo se encuentre trabajando en fuente visible. Esperar 10 minutos.

2. En dos cubetas de 1 cm de paso 6ptico de plastico (volumen reducido) agregar agua
bidestilada, secar externamente con papel tissue y colocarlas en las posiciones Sy R del

compartimento del espectrofotémetro. Llevar a cero de absorbancia.

3. Tomar 600 uL del mosto y vino diluido y de pH ajustado. Colocar en cubeta plastica de 1

cm de paso 6ptico y volumen reducido.

4. Adicionar 300 pL de solucién 1 del kit enzimatico a la cubeta con el blanco (E) y a la
cubeta con la muestra de vino (C). Agitar por inversion empleando parafilm. Agitar con

agitador orbital durante 10 minutos.

5. Retirar la cubeta con agua de la posicién S y colocar la cubeta con E. Repetir lo mismo

para la cubeta con C.
6. Leer absorbancia (A= 340 nm) A;.

7. Adicionar 50 uL de solucién 2 (kit) a la cubeta con el blanco (E) y a la cubeta con la
muestra de vino (C). Agitar por inversién empleando parafilm. Agitador orbital durante 20

minutos.
8. Leer absorbancia (A= 340 nm) A..

9. Para la determinacion de fructosa adicionar a las cubetas con el blanco (E) y la muestra
(C) 20 uL de solucion 3. Agitar por inversion empleando parafilm. Agitar en orbital durante

10 minutos y leer absorbancia Aa.

10. Realizar el calculo de acuerdo a la siguiente ecuacion general:

o __ VxPM
T Exdxvx1000

AA

- A A D- glucosa = (Az'Al)muestra - (Az'Al)blanco
- A A D- fructosa™ (A3'A2)muestra - (A3'A2)b|anco
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donde V es el volumen final (mL), v es el volumen de muestra (mL), PM es el peso
molecular de la glucosa o fructosa (g.mol™), d es el paso 6ptico de la cubeta (cm) y E es el
coeficiente de extincién del NADPH a 340 nm es de 6,3 L.mmol™.cm™).

3.4- Determinacion de i6bn amonio por reaccidn enzimatica y

espectrofotometria UV-Visible.

El andlisis del ibn amonio por método enzimatico se basa en que este i6n reacciona con 2-
oxoglutarato dando L- glutamato, en presencia de glutamato deshidrogenasa (GIDH) y
nicotinamida adenina dinucle6tido reducido (NADH), con oxidacién del NADH.

La cantidad de NADH oxidado en la reaccion anterior, es estequiométrica con la cantidad de
amonio, y se mide por medio de su absorbancia a 340 nm.

3.4.1.- Preparacion de la muestra y reactivos.

Luego de multiples pruebas se decidi6 preparar las muestras, ajustando el pH de las
mismas entre 7 y 8 con NaOH 5N y HCI 1N. Posteriormente se decoloraron con carbdn
activado (30mg de CA en 1,5 ml de muestra) y se ultracentrifugaron a 14000 rpm durante 10
minutos. Después se filtraron, en filtro de 0,45 um, debido a que después de la
centrifugacion la muestra continuaba muy oscura. Por ultimo, se colocaron en viales de
vidrio color caramelo, hasta el momento de su analisis.

Por otro lado, los reactivos del kit enzimatico se prepararon disolviendo la tableta de la
botella 2 con 1ml de solucion de la botella 1, las botellas 1 y 3 se utilizaron sin diluir. Todos
los reactivos se conservaron refrigerados.

3.4.2- Procedimiento.

Se analizaron las muestras utilizando kit enzimatico, de la siguiente manera:
1. Enuna cubeta de un cm de paso de luz, colocar:
Para el blanco:
- 500 pl de mezcla de reaccién 2.
- 1000 pl de agua bidestilada.
Para la muestra:
- 500 pl de mezcla de reaccién 2.
- 50 pl de muestra.
- 950 pl de agua bidestilada.

2. Mezclar por inversién con parafilm.
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3. Esperar 5 minutos a 20 — 25°C.

4. Leer las absorbancias (Al).

5. Adadir 10 pl de solucion 3 (al blanco y a las muestras)
6. Mezclar por inversion con parafilm.

7. Esperar 20 minutos.

8. Leer las absorbancias (A2).

9. Realizar el calculo de acuerdo a la siguiente ecuacion general:

VxPM

CzExdxvxumox

AA

- A A amonio — (Al'Az)muestra - (Al'Az)blanco

donde V es el volumen final (mL), v es el volumen de muestra (mL), PM es el peso
molecular del amonio (g.mol™), d es el paso 6ptico de la cubeta (cm) y E es el coeficiente de

extincion del NADH a 340 nm es de 6,3 L.mmol™.cm™).

3.5- Nitrogeno facilmente asimilable (NFA).

Se determin6é el contenido de Nitrogeno facilmente asimilable mediante la sumatoria del
contenido de ibn amonio y de aminoacidos totales, exceptuando la prolina. Los aminoacidos
fueron determinados por derivatizacién precolumna y Cromatografia Liquida de Alta

Resolucion segun Fabiani (2002) (datos no mostrados).

3.6- Determinacién de aromas fermentativos por microextracciéon en fase

soOliday cromatografia gaseosa con deteccion de masas

Los compuestos volatiles en vinos fueron extraidos y preconcentrados por Microextraccion
en Fase Sodlida en Espacio de Cabeza (siglas en inglés HS-SPME) y la separaciéon y
cuantificacién se realiz6 por Cromatografia Gaseosa con Detector de Masas Trampa l6nica
(siglas en inglés GC-ITMS). Este método fue validado por el Laboratorio de Aromas y
Sustancias Naturales de INTA Mendoza (V.P. Jofré, 2011).

3.6.1- Preparacion de muestra

La extraccion de los compuestos volatiles se realiz6 en viales color caramelo de 20 mililitros
de capacidad en los cuales se colocdé 5 mL de muestra, 10 yL de solucién de estandar

interno (50 pg/L de anisol), 3g NaCl y 4990 pyL de agua purificada Milli-Q (Millipore,
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Bedford,MA, USA). Los viales fueron tapados con tapas de aluminio y septas de
silicona/PTFE y posteriormente colocados en agitacion magnética con control de

temperatura.
3.6.2- Extraccion y preconcentracion

Se realiz6 el preacondicionamiento de la muestra por 15 minutos a 40°C y 1000 rpm y luego
se expuso la fibora de PDMS/DVB en el espacio de cabeza durante 30 minutos para la

extraccion de los analitos afines a la fibra.
3.6.3- Separacion de compuestos volatiles

Se realiz6 la desorcion térmica de dichos compuestos en el puerto de inyeccion del
Cromatografo de Gases a 250°C. Se utilizé gas Helio 5.0 como gas carrier y se trabaj6é en
modo split/splitless. La separacion de los compuestos se realiz6 en una columna Factor
Four VF5ms (30 m x 0,25 mm). Se trabajé con rampa de temperatura en columna como se
muestra a continuacion: 50°C (5 min), 100°C (1 min) aumentando la temperatura 1,5°C/min

y luego a 3°C/min hasta alcanzar 215°C.
3.6.4- Deteccion, identificacion y cuantificacion

La deteccion de los analitos se realizo en modo Scan, la identificacion se realizo a través de
la Libreria NIST 2.0 y la determinacion del Indice de Retencién Lineal (IRL) segln Van den
Dool (Van den Dool & Kratz, 1963) y la cuantificacion por método del estandar interno,
comparando las areas de los compuestos de interés con el area y concentracion del

estandar interno y expresando los resultados en pg.L™ (V.P. Jofré, 2011).

Los compuestos volatiles obtenidos fueron clasificados de acuerdo a su estructura en las
diferentes familias quimicas y se procedi6 a la sumatoria para obtener contenidos totales de

alcoholes superiores, ésteres y terpenoides
3.7- Analisis estadistico

Mediante el empleo del software Statgraphics Centiurion XVI.I (Copyright 1982-2010 Stat
Point Technologies Inc.) se realiz6 la evaluacién estadistica de los datos obtenidos

empleando un nivel de significancia del 95% mediante Test de Tukey.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1- Parametros generales en mostos

Las uvas fueron cosechadas en grado de madurez tecnoldgica (25°Brix) y una vez obtenidos
los mostos se determiné el pH y acidez total expresada como gramos de &cido tartarico por
litro (Tabla 1). Se observé que el pH de los mostos es menor (acidez mayor) en zonas de
mayor altitud (Gualtallary). Este mismo comportamiento fue observado por Barroso et al.
(2015) donde se estudiaron caracteristicas fisico-quimicas y sensoriales de vinos de altura
del noroeste argentino. Durante la madurez de los frutos, después del envero, se inactiva la
glicolisis y se activa la respiracion del malato por el ciclo del acido tricarboxilico. Este
metabolismo de &cidos organicos esta influenciado por las temperaturas nocturnas, asi, las
bajas temperaturas ralentizan este proceso mientras que temperaturas mas cdlidas lo
activan (E.C.Brands, 2017; Gonzélez et al., 2009; Keller, 2015).

En la Tabla 1 se observa que la relacion glucosa/fructosa fue superior a 1 en los tres mostos
evaluados, no mostrando diferencias significativas para los mostos de La Libertad y
Gualtallary. La relacion glucosa/fructosa resultaria un indicador de la calidad de azucares
fermentables que contienen las uvas y mostos. Relaciones glucosa/fructosa proximas o
superiores a 1 indicarian que las uvas contienen una proporcion adecuada de glucosa
respecto de fructosa. Las levaduras Saccharomyces cerevisiae muestran un caracter
glucofilico, por lo tanto, los mostos con mayores niveles de glucosa respecto de la fructosa
asegurarian adecuadas tasas fermentativas (Berthels, Cordero Otero, Bauer, Thevelein &

Pretorius, 2004; Cosme, Gongalves, Ines, Jorddo & Vilela, 2016).

La concentracion de i6n amonio y el nitrégeno facilmente asimilable mostraron diferencias
significativas en los mostos de las tres zonas, observandose un menor contenido de ambos
pardmetros en los mostos iniciales de Gualtallary. Los menores contenidos de ambos
pardmetros podrian deberse a las caracteristicas de los suelos de los vifiedos implantados
en Gualtallary. Estos suelos estarian erosionados por las lluvias y los vientos, y parte de los
componentes serian arrastrados, dejando asi suelos calcareos, rocosos, con un drenaje

Optimo pero pobres en nitrogeno (Iglesias, 2015; Rutini wines, 2019; Brand, 2017).



Tabla 1: Parametros generales en mostos Malbec de tres zonas viticolas de Mendoza,

Argentina.

_ Zona
Paradmetros quimicos i
La Libertad Agrelo Gualtallary
pH 3,60 (0,01)c 3,50 (0,02)b 3,36 (0,01)a
Acidez total (g.L™) 4,13 (0,01)a 5,62 (0,00)b 6,60 (0,01)c
Relacion glucosa/fructosa 1,32 (2,29)b 1,23 (1,77)a 1,32 (4,62)a

Amonio (mg.L™)

Nitrégeno facilmente asimilable (mg.L™)

43,51(0,61)b
90,80 (0,68)c

74,72(1,11)c
85,16 (1,38)b

36,03(1,44)a
44,45 (3,78)a

4.2- Evolucion de los parametros generales durante las fermentaciones

Durante el desarrollo de las fermentaciones alcohoélicas se observé el descenso del peso de
los tanques (Figura 1), lo que evidencia la transformacién de los azlUcares en alcohol y
diéxido de carbono (Flanzy, 2002). Los tanques de Gualtallary mostraron una pérdida de
peso hasta el dia 12-13, mientras que en La Libertad y Agrelo la estabilidad se alcanza al
séptimo dia. EI mismo comportamiento fue evidenciado con el control de densidad (Figura
2).

Figura 1: Pérdida de peso de tanque durante el desarrollo de las fermentaciones alcohdlicas

de mostos Malbec de tres zonas viticolas de Mendoza.
Zonas: LLIB La Libertad (Rivadavia), AGR Agrelo (Lujan de Cuyo), GU Gualtallary (Tupungato).
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Figura 2: Evolucion de la densidad de mostos Malbec durante la fermentacion alcohdlica.
Zonas: LLIB La Libertad (Rivadavia), AGR Agrelo (Lujan de Cuyo), GU Gualtallary (Tupungato).

Esta dindmica fermentativa que transcurre mas lentamente en los mostos de uvas
provenientes de vifiedos de Gualtallary, podria deberse al menor contenido de nitrégeno
facilmente asimilable que mostraron sus mostos en comparacion con las zonas restantes,

como se muestra en la Tabla 1.

4.3- Evolucion del ion amonio, glucosay fructosa durante las fermentaciones

alcohdlicas

Durante las primeras 24 horas de inoculadas las levaduras, se produjo el mayor descenso
en el contenido de i6bn amonio. El consumo de i6n amonio en los tres mostos evaluados fue
aproximadamente del 67% para La Libertad y Gualtallary y del 78% para Agrelo. Los mostos
de Agrelo mostraron mayor contenido de ibn amonio que las zonas restantes (Tabla 1) y las
levaduras S. cerevisiae en este mosto lo consumieron mas rapidamente. Sin embargo, luego
de las 24 horas, el contenido de iGn amonio es consumido mas rapidamente en los mostos
de Gualtallary (Fig.3), donde se presentdé el menor contenido inicial de este compuesto
nitrogenado. Aungue el consumo de i6n amonio en estos mostos fue mas rapido, no fue
suficiente para finalizar la fermentacién alcohdlica en 7 dias como ocurrié en mostos de La

Libertad y Agrelo.
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Figura 3: Evolucion del ion amonio durante las fermentaciones alcohdlicas de mostos cv.
Malbec de tres zonas viticolas de Mendoza.
Zonas: LLIB La Libertad (Rivadavia), AGR Agrelo (Lujan de Cuyo), GU Gualtallary (Tupungato).

Los vinos Malbec de Gualtallary mostraron también menor contenido de ién amonio (Tabla
2), aproximadamente un 10% de lo encontrado en los vinos de La Libertad y Agrelo. Estos

altimos vinos no mostraron diferencias significativas en el contenido de iébn amonio.

Los tres vinos finalizaron la fermentacion alcohdlica con un bajo contenido de ibn amonio
(menos de 5 mg.L™"). Esto resulta favorable para evitar la aparicion de contaminaciones
microbianas que pueden generar la aparicién de defectos odorantes en los vinos (fenoles

volatiles) (Sturm et al., 2015).
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Tabla 2: ParAmetros generales en vinos cv. Malbec de tres zonas viticolas de Mendoza,

Argentina.
Zona
Parametros quimicos
La Libertad Agrelo Gualtallary
Azlcares reductores (g.L™) <18 <18 <18

Etanol (% V/V) 13,76(0,15)a | 14,13(0,06)b | 13,67(0,06)a

pH 3,67 (0,02)a | 3,81 (0,03)b 3,64 (0,02)a
Acidez total (g.L™) 5,05(0,23)a | 5,13(0,08)b | 5,48 (0,20)ab

Acidez volatil (g.L ™) 0,46(0,03)a 0,62(0,03)b 0,69(0,02)b

SO, libre (mg.L™)

17,73(1,58)b

17,04(0,12)ab

14,67(0,09)a

SO, total (mg.L™)

28,05(1,58)a

25,73(0,82)ab

23,45(0,84)a

Glucosa (g.L ™) 0,18(0,01)b 0,34 (0,02)a 1,60 (0,15)c
Fructosa (g.L'l) 0,35 (0,01)a 0,33 (0,01)a 0,61 (0,61)b
Amonio (mg.L™) 3,49 (0,14)b 3,78 (0,37)b 0,35 (0,03)a
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Figura 4: Evolucién del contenido porcentual de glucosa residual durante las fermentaciones
alcohdlicas de mostos cv. Malbec de tres zonas viticolas de Mendoza.
Zonas: LLIB La Libertad (Rivadavia), AGR Agrelo (Lujan de Cuyo), GU Gualtallary (Tupungato).

Las levaduras S. cerevisiae inoculadas en mostos Malbec de Gualtallary consumieron mas
lentamente la glucosa y los vinos obtenidos mostraron un contenido de glucosa residual

superior que los vinos restantes (Fig. 4, Tabla 2). El contenido de fructosa fue consumido



mas rapidamente durante los primeros tres dias en mostos de La Libertad que en Agrelo y
Gualtallary. Sin embargo, luego del tercer dia, la fructosa evolucion6 de forma similar en La
Libertad y Agrelo y finalizan la fermentaciébn con un contenido residual que no mostro
diferencias significativas (Tabla 2). Por su parte, los vinos de Gualtallary, al igual que lo
observado con el contenido de glucosa residual, presentaron un contenido superior de

fructosa que los vinos de las otras zonas.
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Figura 5: Evolucién del contenido porcentual de fructosa residual durante las fermentaciones
alcohdélicas de mostos Malbec de tres zonas viticolas de Mendoza.
Zonas: LLIB La Libertad (Rivadavia), AGR Agrelo (Lujan de Cuyo), GU Gualtallary (Tupungato).

Por otro lado, el contenido de i6n amonio en los vinos fue menor que en sus
correspondientes mostos, y las levaduras asimilaron el 99% de este recurso en mostos de
Gualtallary, mientras que en La Libertad y Agrelo fue del 92 y 95%, respectivamente (Tabla
1ly2).

El comportamiento observado en los mostos y vinos de Gualtallary (mayores contenidos
residuales de glucosa y fructosa, fermentaciones mas lentas) indicaria que el contenido de
iobn amonio ha sido un factor condicionante en el desarrollo de las fermentaciones

alcoholicas.

Palma et al. (2012) estudiaron la influencia del nitrégeno en la capacidad de asimilacion de
glucosa por parte de la cepa de levaduras S. cerevisiae PYCC 4072. Los autores
observaron que, al inicio de las fermentaciones, la capacidad de asimilacion de glucosa es
méxima e independiente del contenido de nitrdgeno. Sin embargo, una vez transcurrida esta
etapa, la asimilacion se vuelve dependiente de la disponibilidad de nitrdgeno en el medio.

Esto podria confirmar el comportamiento observado en los mostos de Gualtallary, donde las
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levaduras metabolizaron mas lentamente los azlUcares que en las zonas restantes y

finalizaron las fermentaciones 6 dias después.

Las levaduras emplean las fuentes nitrogenadas para la sintesis de hexosas permeasas,
proteinas que favorecen la incorporacion de glucosa en las células (Palma et al., 2012;
Reifenberger, Boles & Ciriacy, 1997). Por lo tanto, si la disponibilidad de fuentes
nitrogenadas es limitada, la sintesis de estas proteinas transportadoras se veria afectada,
como asi también la asimilacion de azlcares, mas teniendo en cuentan el caracter
glucofilico que posee S. cerevisiae (Tronchoni, Gamero, Arroyo-LOpez, Barrio & Querol,
2009).

4.4- Relacién entre los compuestos nitrogenados y hexosas en mostos Malbec

y los compuestos volatiles en vinos

Los compuestos volatiles o aromas fermentativos determinados en vinos por Cromatografia
Gaseosa (ver Materiales y Métodos, apartado 3.6), fueron agrupados como alcoholes

superiores, ésteres y terpenoides, como se observa en la Fig. 6:

800+ mm LLIB
mm AGR
= GU
6001 , b

4004

Clugl?)

2004

Esteres Alcoholes Terpenoides

Compuestos volatiles

Figura 6: Concentracién en pg.L*™ de los compuestos volatiles fermentativos (ésteres
totales, alcoholes superiores totales y terpenoides totales) de vinos cv. Malbec de tres zonas
viticolas de Mendoza.

Zonas: LLIB La Libertad (Rivadavia), AGR Agrelo (Lujan de Cuyo), GU Gualtallary (Tupungato).
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Al evaluar los resultados obtenidos a partir del analisis de hexosas e iGn amonio en mostos y

el contenido de compuestos volatiles fermentativos totales en vinos se observé que:

a- Los mostos iniciales de Gualtallary mostraron menor contenido de iébn amonio (Tabla 1),
no mostraron diferencias significativas en el contenido de glucosa respecto de los
mostos restantes (en promedio de 142 g.L™) y sus vinos mostraron un menor contenido
de ésteres totales, alcoholes y terpenoides totales.

b- Los mostos iniciales de La Libertad y Agrelo mostraron diferencias significativas en el
contenido de i6bn amonio (Tabla 1), no mostraron diferencias significativas en el
contenido de glucosa y sus vinos no mostraron diferencias significativas en el contenido
de ésteres, alcoholes superiores y terpenoides totales. Esto podria deberse a que las
levaduras S. cerevisiae que desarrollaron las fermentaciones alcohdlicas en los mostos
de ambas zonas mostraron una dinamica fermentativa similar y el NFA fue similar en

ambos mostos (Fig. 1,2y 4).

4.4.1. Alcoholes superiores

El contenido de alcoholes superiores fue inferior en los vinos de Gualtallary, cuyos mostos
iniciales mostraron menor contenido de nitrégeno facilmente asimilable que las zonas
restantes (Tabla 1). Diversos autores han demostrado que cuando el nitrégeno disponible se
incrementa hasta alcanzar los 200 mg.L™, el contenido de alcoholes superiores aumenta y
cuando se supera ese umbral, el contenido disminuye (Mouret et al., 2014; Vilanova et al.,
2007). Los tres mostos evaluados no superaron ese umbral, por lo tanto, los resultados son

consistentes con lo observado por estos autores.

El menor contenido de alcoholes superiores en Gualtallary ocurriria presumiblemente por

dos causas:

a- Por un lado, el menor contenido de iébn amonio afecta la asimilacion de la glucosa y esta
hexosa es precursora de los a-cetoacidos, los cuales posteriormente seran transformados a
aldehidos por descarboxilacién y finalmente reducidos a alcoholes superiores (Carrau et al.,
2008; Styger, 2011).

b- Por otro lado, el ibn amonio es empleado por las levaduras para la biosintesis de nuevos
aminodcidos, los cuales también pueden ser biotransformados en alcoholes, por lo tanto, a
menor contenido de ibn amonio, menor disponibilidad de nuevos precursores de alcoholes

superiores.
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Los alcoholes superiores otorgan a los vinos olores desagradables a solventes, exceptuando
el 2-feniletanol, que aporta notas a rosas. Es por ello fundamental asegurar un adecuado
contenido de compuestos nitrogenados en los mostos para evitar la aparicion de aromas
desagradables en los vinos (Flanzy, 2002). El contenido de hexosas no demostrd tener
influencia directa en la biosintesis de alcoholes superiores, pero si indirecta debido a que la
asimilacién de azucares por parte de las levaduras esta condicionada por la disponibilidad
de fuentes nitrogenadas en los mostos (Palma et al., 2012) y por ser precursores de los a-

cetodacidos.

4.4.2. Esteres

Existen diferentes tipos de ésteres en los vinos que provienen, principalmente de la actividad
metabdlica de las levaduras (Diaz-Maroto, Schneider & Baumes, 2005). Los ésteres totales
estan conformados por ésteres etilicos de acidos grasos, acetatos de alcoholes superiores y
en menor medida por ésteres de alcoholes superiores. Estos compuestos volatiles aportan a

los vinos notas frutales y florales caracteristicas de los vinos jovenes (Swiegers et al., 2005).

El contenido total de ésteres en vinos de La Libertad y Agrelo no mostré diferencias
significativas y fue un 23% superior que en los vinos de Gualtallary. Esto podria deberse a
gue la biosintesis de ésteres esta influenciada por la disponibilidad de fuentes nitrogenadas
de facil asimilacion en los mostos, como lo son el ibn amonio y los aminoacidos facilmente
asimilables (Vilanova et al., 2007). Asi, la menor disponibilidad de i6n amonio para las
fermentaciones en los mostos de Gualtallary generaria una menor biosintesis de ésteres,

como puede observarse en la Fig. 6.

Una mayor biosintesis de ésteres respecto de los alcoholes superiores seria favorable para
el perfil sensorial de los vinos, teniendo en cuenta que los ésteres aportan, en general, notas
frutales y florales. Por su parte, un elevado contenido de alcoholes superiores, exceptuando
las notas a rosas generadas por el 2-feniletanol, producirian aromas no deseados en los

vinos.

4.4.3. Terpenoides

Los terpenoides en los vinos de La Libertad y Agrelo no mostraron diferencias significativas,
mientras que en Gualtallary su contenido fue un 20% inferior. Los terpenoides pueden
encontrarse en forma libre y glicosidada en los vinos y provenir de la fruta, principalmente,
aunque ha sido demostrado que las levaduras son capaces de biosintetizar algunos

terpenoides (Bayonove et al., 2003; Fischer, Meyer, Claudel, Bergdoll & Karst, 2011).



El menor contenido de terpenoides libres en Gualtallary podria ocurrir debido a que en las
zonas de mayor altitud los metabolitos de la planta pueden ser glicosidados en mayor
medida, como fue observado por Jofré et al. (2006). Los autores demostraron que en los
vinos provenientes de vifiedos implantados en zonas de mayor altitud, el contenido de
glicosidos de compuestos volatiles fue superior que en zonas mas bajas. Estos compuestos
glicosidados pueden hidrolizarse dependiendo de las condiciones de pH y temperatura
durante el desarrollo de las fermentaciones. Aquellos compuestos que no son hidrolizados
durante esta etapa podrian hacerlo durante la conservacién de los vinos (Loscos,

Hernandez-Orte, Cacho & Ferreira, 2007; Parker, Capone, Francis & Herderich, 2018).

5- CONCLUSIONES

De acuerdo a la hipétesis propuesta: “El contenido de i6n amonio y hexosas de mostos de
uvas cv. Malbec de tres zonas viticolas de Mendoza generan diferentes contenidos de

aromas fermentativo”, se observo que:

- Los mostos Malbec provenientes de vifiedos implantados en Gualtallary (Tupungato,
1483 msnm), zona de mayor altitud evaluada, mostraron menor contenido de i6n amonio
y nitrégeno facilmente asimilable. ElI menor contenido de esta fuente nitrogenada podria
deberse a las caracteristicas de sus suelos (mas pedregosos y con escasa materia

organica que en Agrelo y La Libertad).

- Las fermentaciones alcohdlicas desarrolladas por las levaduras S. cerevisiae en mostos
Malbec de Gualtallary evolucionaron mas lentamente, por lo que los vinos se obtuvieron

en 13 dias, mientras que con mostos Malbec de La Libertad y Agrelo fue en 7 dias.

- El contenido de alcoholes superiores, ésteres y terpenoides totales no mostré diferencias
significativas en los vinos de uvas Malbec provenientes de La Libertad y Agrelo. Esto
podria deberse a que las levaduras S. cerevisiae que desarrollaron las fermentaciones
alcohdlicas en los mostos de ambas zonas mostraron una dindmica fermentativa similar

y el NFA fue similar en ambos mostos.

- El contenido de alcoholes superiores, ésteres y terpenoides fue inferior en los vinos de
uvas Malbec provenientes de Gualtallary, zona de mayor altitud. Esto podria deberse a

la menor disponibilidad en los mostos de ibn amonio y nitrégeno facilmente asimilable.



- El contenido de terpenoides totales fue inferior en vinos de uvas Malbec provenientes de
Gualtallary. Este menor contenido podria deberse a que bajos contenidos de ibn amonio
gue afectarian la asimilacion de azucares, precursores biosintéticos de los terpenoides.
Ademas el menor contenido de terpenoides libres en Gualtallary podria ocurrir, debido a
gue en las zonas de mayor altitud los metabolitos de la planta pueden ser glicosidados

en mayor medida.

- Se observé que la concentracion de hexosas no mostro diferencias significativas en los
mostos, por lo que no tuvo influencia directa en las diferencias observadas en los

compuestos volatiles fermentativos.
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