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“No os dejéis corromper por un escepticismo estéril y deprimente; no os desalentéis
ante la tristeza de ciertas horas que pasan sobre las naciones. Vivid en la serena paz
de los laboratorios y las bibliotecas. Preguntaos primero: ¢ Qué he hecho por
instruirme? y, después, al ir progresando. ¢ Qué he hecho por mi patria? Hasta que
llegue el dia en que podais sentir la intima satisfaccion de pensar en que de alguna
manera habéis contribuido al progreso y bienestar de la humanidad”.

Louis Pasteur (1822-1895)
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RESUMEN

La produccién de vid y la elaboracion de vino constituyen por excelencia dos actividades de
amplia tradicion y gran impacto econdmico en Mendoza. Dos aspectos fundamentales para
potenciar el desarrollo de dichas actividades son el aumento de la calidad en la produccion de
vinos y brindar un alimento seguro para el consumidor. Ambas perspectivas pueden abordarse
desde una estrategia microbiolégica, considerando que entre las levaduras y bacterias
presentes en el mosto se encuentran las principales responsables de la fermentacion alcohdlica
y malolactica del vino, asi como también microorganismos responsables del deterioro del
mismo. El conocimiento y la comprension de los fendmenos que determinan la presencia de
distintas cepas de bacterias y levaduras constituyen una herramienta imprescindible para el
abordaje de los desafios actuales que plantea la produccién de vinos a nivel mundial. En el
presente estudio se propuso evaluar el uso de ondas electromagnéticas de alta frecuencia
(microondas) como alternativa a emplear en la industria vitivinicola para disminuir la poblacion
microbiana en mosto, lo cual directamente permite disminuir la cantidad necesaria de SO, a
utilizar. Para ello, se evaluaron las poblaciones de Saccharomyces cerevisiae, Hanseniaspora
uvarum, Pichia membranaefaciens, Zygosaccharomyces rouxii, Dekkera bruxellensis,
Lactobacillus spp y Acetobacter spp inoculadas en mosto de uva antes y después del
tratamiento en microondas a una potencia de 250 watts, durante 2,3 y 4 minutos. Se pudo
verificar que S. cerevisiae y Lactobacillus spp. fueron los microorganismos que mostraron
mayor resistencia al tratamiento de microondas, por otro lado D. bruxellensis y H. uvarum,
fueron los microorganismos mas sensibles. La informacion generada demuestra que la
reduccion de las poblaciones microbianas de mostos de uva mediante tratamiento con
microondas dependié del microorganismo que se trata.

Palabras clave: Microondas, mosto, poblacién microbiana, anhidrido sulfuroso.
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1. INTRODUCCION
1.1. Vinificacion

1.1.1. Breve Resefia Histérica

El origen de las bebidas fermentadas se encuentra unido a la evolucion de los seres
humanos, siendo probablemente la miel diluida de abejas silvestres la primera de estas
bebidas, también conocida como “hidromiel”; apareciendo posteriormente las derivadas de los
cereales o “cerveza”, asi como también las de la uva o “vino”. La localizacion histérica de estas
bebidas, coincide con la de los origenes del cultivo de la vid por la mano del hombre en Oriente
Medio, pasando después al area mediterranea de Grecia, y por fin hacia Roma, donde las
extendieron por todo su Imperio en la actual Europa (Hidalgo Togores, 2011).

La etimologia de la palabra fermentacion procede del latin fervere, que literalmente significa
hervir, queriendo expresar en el proceso de transformacion del mosto en vino, el fenémeno
espontaneo de subida de temperatura y desprendimiento de gas carbdnico. En la antigliedad
parecia inexplicable y algo magico, que un liguido azucarado como es el mosto, se
transformase de manera espontanea en otro liquido distinto, el vino, logrando una bebida que
poseia propiedades sensoriales agradables y también euforizantes.

Las teorias sobre esta transformacion llamada “fermentacion” por ignorancia del exacto
proceso, fueron multiples e incluso por su misterio, formaron durante cientos de afios parte de la
Alquimia; pero los avances de las ciencias en los Ultimos siglos, develaron el secreto de este
singular fenémeno. El holandés Van Leeuwenhoek (1680) inventé el primer microscopio y
observé en la cerveza fermentada unos pequefios corpusculos ovalados, a los cuales llamo
“animaculas”, responsables probablemente del fendmeno de la fermentacion. Sin embargo, este
descubrimiento qued6 en el olvido, hasta que, a finales del siglo XVII, el cientifico francés
Antoine-Laurent de Lavoisier, emitio la primera hipotesis de la fermentacién, conocida como la
teoria mecanica, donde se desarrolla la primera ecuacién de la transformacién del mosto en
vino:

Mosto de uva= Anhidrido carbénico + Alcohol

Méas adelante Gay-Lussac (1813) representd el proceso fermentativo con la siguiente
expresion:

C6H1206 — 2 CH3— CHZOH +2 C02

Algo mas tarde entre los afios 1835 y 1837, tres investigadores: Caignard Latour, Kiitzing y
Schwann formularon la teoria vitalista de la fermentacién, rescataron las observaciones de Van
Leeuwenhoek, y explicaron este fendmeno por intervencién de seres vivos microscopicos y
pertenecientes al reino vegetal. El Ultimo denomind a los microorganismos de la cerveza como
“zuckerpilz” que significa “hongo del azuicar”, y luego Meyen en 1838 los clasific6 como
Saccharomyces, siendo mas tarde conocidas como “levaduras” cuyo término procede de
“levare” o levantar (Ribéreau-Gayon y col., 2006).
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Sin embargo, en contra del concepto vitalista muy en boga en aquellos tiempos, un grupo de
cientificos, Wohler, Liebig y Berzelius entre otros, negaban la intervencion de los seres vivos,
aungue reconocian su presencia en los medios fermentativos, y desarrollaron una teoria
quimica, donde las transformaciones se producian por reacciones meramente quimicas,
debidas a la accién catalitica de las levaduras, pero sin participar directamente en el proceso.

Louis Pasteur demostr6 en 1866 de manera irrefutable, la naturaleza biolégica de las
fermentaciones, contradiciendo la teoria de la “generacion espontanea”, y explicando que sin la
presencia de microbios o gérmenes especificos, no se podia producir una fermentacion.
Curiosamente Pasteur inici6 sus investigaciones microbiolégicas con el vino, para luego
terminar con las enfermedades infecciosas humanas (Fleet, 1993).

En 1858 Traube habia anticipado la hipétesis de que la levadura degrada el azlcar, gracias
a un “principio activo”, que mas tarde se conoceria como “enzima”, llegando incluso Pasteur a
buscarlo sin encontrarlo, bajo el nombre de “alcoholasa”. Después de la muerte de Pasteur, los
hermanos Buchner en 1896, logran separar la enzima de la fermentacién de las levaduras,
obteniendo la prueba de la naturaleza enzimatica de las fermentaciones, llamando a esta
sustancia como “zimasa alcohdlica”.

Ademas de las levaduras, las uvas, mostos y vinos pueden contener otros microorganismos
como son los mohos, bacterias lacticas y acéticas; cuya presencia en éstos es inevitable, salvo
en el caso de la “fermentacién malolactica” que esta considerada en algunos casos como una
transformacion beneficiosa. (Hidalgo Togores, 2011).

1.1.2. Principios Basicos de la Vinificacién

El Cédigo Alimentario Argentino (CAA) define como mosto virgen de uva al: jugo obtenido
por expresion o molienda de la uva fresca, sin hollejos pepitas ni escobajos, en tanto no haya
comenzado a fermentar (Cédigo Alimentario Argentino, 2017). Por su parte, la Organizacion
Internacional de la Vifia y el Vino (OIV) define al vino (del latin vinum) como “bebida resultante
de la fermentacién alcohdlica, completa o parcial de la uva fresca, estrujada o no, o del mosto
de uva” (Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino, 2017).

La vinificacién se puede definir como el conjunto de operaciones y practicas que se llevan a
cabo con el fin de transformar la uva en vino, respetando al maximo las cualidades intrinsecas
gue posee dicha uva para obtener el mejor resultado posible (Suarez e Ifiigo, 2004). Este
proceso es el resultado de numerosas reacciones bioquimicas, que implican la interaccion de
muchas especies microbianas, representadas por levaduras, bacterias y hongos filamentosos
(Fleet, 2007; Fugelsang y Edwards, 2007).

La elaboracion del vino incluye dos transformaciones principales, fermentacion alcohdlica
(FA) y fermentacién malolactica (FML), tanto la FA como la FML contribuyen esencialmente a la
calidad final del producto (Swiegers y col., 2005) y se llevan a cabo por una sucesién de
microorganismos fundamentalmente levaduras y bacterias lacticas.
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Fermentacién alcohdlica (FA) : proceso bioquimico por el cual los azlicares del mosto se
transforman principalmente en etanol y diéxido de carbono, mediante una sucesion de
reacciones en cadena que tienen lugar en el citoplasma de las levaduras y que puede
expresarse mediante la siguiente ecuacioén global simplificada:

CsH1,05+ 2 ADP + 2 HPO4: — 2 CyHs0H + 2 CO, + 2 ATP + 2 H,O + 56 Kcal

Paralelamente y de forma asociada a la degradacién de los azucares, las levaduras utilizan
otros compuestos presentes en el mosto, que son necesarios para su desarrollo y
multiplicacién, dando lugar a gran cantidad de metabolitos secundarios:

-Alcoholes superiores procedentes del metabolismo nitrogenado de las levaduras que participan
en el equilibrio aromatico del vino.

-Esteres formados a partir de alcoholes superiores, la mayoria de los cuales contribuyen de
forma muy positiva al aroma de los vinos.

-Sustancias azufradas que pueden influir en el equilibrio organoléptico del vino y que se forman
a partir de los compuestos derivados del azufre y presentes en el mosto.

Fermentacion malolactica (FML):  consiste en la desacidificacion biologica del vino que
resulta de la transformaciéon del acido L (-) malico (dicarboxilico) en acido L (+) lactico
(monocarboxilico) y diéxido de carbono por accion de las bacterias lacticas. Bioquimicamente
es el resultado de la actividad de la enzima malolactica caracteristica de las bacterias lacticas
que precisa de los cofactores NAD* y Mn?*, segln la siguiente reaccion:

C4H605—> C3H603 + COZ

Esta transformacién tiene un doble efecto: por un lado, desacidifica el vino, es decir eleva el
pH, tanto mas cuanto mas alto es el contenido inicial de acido malico, y por otra parte lo
suaviza, al hacer desaparecer el sabor acido y duro del acido malico y sustituirlo por el sabor
mas suave del acido lactico. Por lo tanto, la FML modifica las caracteristicas organolépticas del
vino a la vez que contribuye a su estabilidad microbiolégica, por lo que se considera
indispensable para afinamiento y estabilidad del vino, constituyendo el primer paso hacia la fase
de envejecimiento.

Al igual que las levaduras en la FA, las bacterias lacticas son capaces de metabolizar un
ndamero importante de sustancias que contiene el vino, produciendo numerosos metabolitos
secundarios:

-Los azlcares residuales de la FA suministran la energia suficiente a las bacterias lacticas para
su crecimiento y permiten la formacion de biomasa que llevara a cabo la FML. Sin embargo, la
fermentacién de estos azlcares también conduce a la formacion de acido acético lo que
produce un aumento en la acidez volatil.
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-El acido citrico es también un sustrato importante para las bacterias lacticas, a partir del cual
no solo se genera acido acético, sino también otros productos como diacetilo que contribuye al
aroma del vino y su complejidad.

-Los aminoacidos del vino son utilizados por las bacterias lacticas para la sintesis de proteinas,
pero este metabolito nitrogenado puede también producir aminas bidgenas y carbamato de
etilo, que pueden resultar perjudiciales para la salud humana.

1.1.3. Panorama Vitivinicola Mundial

Segun estadisticas de la OIV la produccion mundial de vino en 2015 (excluyendo jugos y
mostos), con 274,4 millones de hectdlitros, aument6 un 2,2% respecto al afio anterior. Gracias
a un crecimiento en la produccion del 12% con respecto al 2014, Italia fue el primer productor a
nivel mundial (49,5 millones de hectdlitros), seguido de Francia y Espafia. Los Estados Unidos
registraron por tercer afio consecutivo un incremento en su produccion. Argentina se encuentra
entre los 10 paises con mayor produccién anual de vino (OIV, 2017) (Figura N° 1).

Produccion de vino 2015
Millones de Hectolitros | Variacion 2015/2014

Italia 50 12,0%
Francia 43 2,0%

Espaiia 37 -6,0%
Estados Unidos 22 1,0%

Argentina 13 -12,0%
Chile 13 28,0%
Australia 12 0,0%

Sudafrica 1 -2,0%
China 1 -5,0%
Alemania 9 4,0%
Resto 49

TOTAL 274

Figura 1: Produccién mundial de vino en 2015. Fuente: Elaboracién Observatorio Vitivinicola Argentino en
base a OIV.

1.1.4. Panorama Vitivinicola Argentino

La vid se cultiva en el pais entre los 25° y 42,5° de latitud sur. El desarrollo de este cultivo se
localiza principalmente a lo largo del oeste del territorio en los valles precordilleranos
argentinos, desde la provincia de Salta en la region Noroeste, descendiendo por los oasis
productivos centrales de Catamarca, La Rioja, San Juan y Mendoza, hasta la regién patagénica
en las provincias de Rio Negro y Neuquén. También se elabora vino en mucha menor
proporcion en las provincias de Tucuman, Entre Rios, Cérdoba, Chubut y Buenos Aires (INV,
2016).
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La produccién argentina de vinos y mostos representa el 8,2% de la produccion mundial,
ocupando el primer lugar en Sudamérica. La superficie implantada se estima en 221.000 ha, de
las cuales el 92,3% presenta uvas para vinificar. De éstas, 135.000 ha son de alta calidad
enologica, como Malbec, Cabernet Sauvignon, Bonarda, Syrah, Merlot, Tempranillo, Pinot
Negro, Cabernet Franc y Tannat, entre las tintas; y Torrontés, Chardonnay, Sauvignon Blanc,
Viognier, Pedro Giménez, Moscatel y Chenin, entre las blancas (INV, 2016).

En la tabla N° 1 se muestran los principales datos de la produccion vitivinicola durante la
temporada 2016. (INV 2016).

Tabla 1: Datos de la produccion vitivinicola argentina. Fuente: Instituto Nacional de Vitivinicultura

(INV).
Superficie cultivada (2015) 224.707 ha
Cantidad de Bodegas Elaboradoras 864
Cosecha de uvas (2016) 1.703 mil. K
Elaboracién de vinos (al 15/05/16) 875 mil. |
Consumo Interno (noviembre 2016) 795.637 hi
Exportaciones de vino (noviembre2016) 182.836 hl
Exportaciones de mosto(noviembre2016) 7.463t
Comercializacion de vinos(noviembre2016) 978.472 hi

1.2. Microorganismos asociados a lauvayalavini  ficacion

La ecologia microbiana de la uva es muy compleja, incluye levaduras, bacterias y hongos
filamentosos, que tienen diversas caracteristicas y efectos fisioldgicos en la elaboracion del vino
(Barata y col., 2012). Algunas especies se encuentran solamente en las uvas como son los
hongos parasitos o ciertas bacterias ambientales, mientras que otras tienen la capacidad de
sobrevivir y crecer en el vino, constituyendo el ecosistema microbiano del mismo. Este
ecosistema comprende levaduras, bacterias lacticas y bacterias acéticas. La proporcion de
estos microorganismos en la uva depende de la etapa de maduracion en que se encuentre el
fruto y de la disponibilidad de nutrientes. Por otro lado, la microbiota de las bayas se ve
afectada, fundamentalmente, por el estado sanitario de las mismas, de tal modo que en uvas
dafiadas se encuentran mayor nimero de microorganismos y mayor diversidad de especies
(Garijo Jimenez, 2013).

La transformacién del mosto de uva en vino es desde el punto de vista microbiolégico un
proceso complejo que involucra interacciones entre diferentes tipos de microorganismos como
son las levaduras, hongos filamentosos y bacterias (Sangorrin y col.,, 2004). Entre otros
organismos las levaduras desempefian un papel central. Se trata de hongos superiores
unicelulares que se multiplican formando yemas. De acuerdo con su desarrollo sexual, es decir
con el modo de formacién de esporas, pueden clasificarse en Ascomycetes y Basidiomycetes.
Las levaduras encontradas en la uva y el vino pertenecen principalmente al grupo de los
Ascomycetes (Ribéreau-Gayon y col., 2000).
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Tradicionalmente la produccion del vino se ha llevado mediante fermentacion espontanea,
es decir que se produce por la accién de cepas de levaduras procedentes de la superficie de las
uvas y del ambiente de las bodegas (prensas, tanques, fermentadores, bombas, etc.). Se ha
demostrado también que viven en asociacién con la vid, hallandose usualmente sobre la
corteza, las hojas, las flores, y en la pruina de la baya. Las levaduras alcanzan las uvas por el
efecto de la diseminacion del viento y de los insectos y estan presentes en las vifias desde el
inicio de la maduracion del fruto (Escalante-Minakata e |barra-Junquera, 2007). Las especies
predominantes (en un 50-75 %) en la superficie de la uva corresponden a los géneros
Kloeckera y Hanseniaspora. En menor proporcién es posible encontrar otras especies de
levadura estrictamente oxidativas o débilmente fermentativas y poco tolerantes a etanol,
pertenecientes a Metschnikowia, Candida, Cryptococcus, Rhodotorula, Pichia, Kluyveromyces y
Hansenula (Fleet y Heard, 1993; Ribéreau-Gayon y col., 2000). Las especies fermentativas
de Saccharomyces se han aislado en muy baja poblacién sobre uvas sanas y han sido
extrafiamente aisladas de granos de uva intactos y de suelos de vifiedos (Berradre y col., 2012).
Antes de la maduracién, las uvas poseen una muy baja poblacién de S. cerevisiae (~ 0,05%),
mientras que el 25% de las uvas maduras albergan tales levaduras. Por lo que esto sugiere que
S. cerevisiae no se encuentra en el aire, y que requiere un vector para moverse, probablemente
animales, insectos como abejas y avispas (Stefanini y col., 2012). A su vez se ha comprobado
que estas especies fermentativas estdn asociadas con el area de la bodega y que son
incorporadas dentro del mosto durante el tratamiento mecanico de la uva y el proceso de
fermentacién (Berradre y col., 2012).

Las levaduras encontradas en el mosto durante las primeras horas de llenado de los
tanques corresponden a los mismos géneros identificados en la uva, con un predominio de
Hanseniaspora y Kloeckera. En estas condiciones de vinificaciéon espontanea, levaduras del
género Saccharomyces, y principalmente de la especie S. cerevisiae empiezan a desarrollarse
tras una veintena de horas, coexistiendo con las otras levaduras de la uva. Después de tres o
cuatro dias de fermentacién predominan y son las Ultimas responsables de la fermentacion
alcohdlica (Ribéreau-Gayon y col.,, 2000). Este cambio poblacional estd relacionado
fundamentalmente con la presencia creciente de etanol, asi como con las condiciones de
anaerobiosis, el sulfitado durante la vendimia y en el mosto, la cantidad de azucar y la mayor
tolerancia a temperaturas mas altas que presenta S. cerevisiae frente a otras levaduras (Fleet y
Heard, 1993). La mayor o menor persistencia de las levaduras salvajes depende también de la
temperatura a la que se lleve a cabo la fermentacién, de la disponibilidad de nutrientes, y de la
calidad e identidad de los organismos presentes inicialmente (Pretorius, 2000).

En la actualidad la estrategia habitual para llevar a cabo la produccién del vino incluye la
inoculacion en el mosto de levaduras seleccionadas en forma de levadura seca activa, practica
que empezo a desarrollarse en los afios setenta. Este método de inoculacion permitiria una
disminucion en la fase de latencia, asegurar una rapida y completa fermentacion en el mosto y
conducir a un grado importante de reproducibilidad en el producto final afio tras afio (Fleet y
Heard, 1993; Pretorius, 2000). La levadura utilizada como in6culo ha de ser cuidadosamente
seleccionada. Degré (1993) sugiri6 que estas levaduras deberian conducir fermentaciones
vigorosas con cortas fases de latencia y sin dejar azlcares residuales (o dejando cantidades
muy pequefias), tener caracteristicas fermentativas reproducibles, ser tolerantes a presiones
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elevadas, etanol y temperaturas no optimas y producir glicerol y B-glicosidasa en cantidades
adecuadas para conseguir un buen aroma. También se han planteado otros aspectos de interés
entre los que podemos destacar: capacidad de fermentar a temperaturas bajas, producir baja
formacion de espuma, poseer factor killer, ser cepas floculantes o ser facilmente separables del
medio (Degré, 1993; Zaworski y Heimsch 1987), presentar determinados niveles de ciertas
actividades enzimaticas (Darriet y col., 1988) y mostrar resistencia a las condiciones adversas
de crecimiento (condiciones de estrés) que tienen lugar durante la produccion de vino
(Zuzuarregui y col., 2004).

1.2.1. Deterioro microbiano

El proceso de elaboracion de vino incluye miltiples etapas en donde puede ocurrir deterioro
microbiano, alterando la calidad y las caracteristicas organolépticas del vino haciéndolo
inaceptable. Los principales organismos causantes de deterioro incluyen especies de levaduras
de los géneros Dekkera, Candida, Hanseniaspora, Pichia, Zygosaccharomyces, etc., bacterias
acido lacticas de los géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, etc. y bacterias acido
acéticas del género Acetobacter y Gluconobacter. En general los defectos incluyen amargor y
sabores no deseados (fendlico, vinagre, manteca), y problemas “cosméticos” como turbidez,
viscosidad, sedimento y formacién de film. Algunos de estos organismos alteradores también
pueden afectar la inocuidad del vino produciendo compuestos alergénicos o con potencial
carcinogénico como las aminas biégenas y precursores de etilcarbamato. El uso de
preservativos quimicos, como diéxido de azufre (SO,) durante el proceso de elaboracién de
vino, disminuye el riesgo de deterioro microbiano pero las cepas varian considerablemente en
su sensibilidad al SO,. A pesar de eso, actualmente hay una tendencia a disminuir el uso de
preservativos quimicos debido a los efectos adversos que pueden provocar en personas
sensibles.

En particular, se pueden considerar como microorganismos alteradores del vino a aquellos
encontrados en el lugar y en el momento inadecuado, incluyendo microbios deseables
normalmente y que contribuyen a la calidad del producto final (Los Andes, 2009). El proceso de
elaboracion de vino es un nicho ecolégico complejo donde la bioquimica y la interaccién de
levaduras, bacterias y hongos juegan un rol fundamental en el producto final.

1.2.1.1. Origen de los microorganismos alteradore s del vino

Hay tres instancias en donde los microorganismos pueden ingresar al proceso de
elaboracion de vino y afectar la calidad del producto final. La primera instancia involucra la
materia prima. Las uvas estan en contacto directo con el equipamiento de bodega (prensas,
tanques, tuberias, bombas, unidades de filtracién, etc.) y cuando el equipamiento no esta
adecuadamente sanitizado puede servir como inoculo del mosto de uva. Las uvas entregadas a
la bodega no siempre estan en buen estado sanitario, y esto puede afectar la biodiversidad
natural de microorganismos presentes en el mosto. La microbiota natural es afectada
indirectamente por condiciones externas como variedad de uva, estado de uva en la cosecha,
sanidad de la uva, temperatura, lluvia, suelo, uso de insecticidas y fungicidas, y otras practicas
viticulturales (Fleet y Heard, 1993; Pretorius y col., 1999).
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La segunda instancia de deterioro puede ocurrir durante la fermentacién. En el momento de
iniciar esta etapa el mosto contiene la microbiota natural de la uva junto con la albergada en la
bodega y su equipamiento. La composicién del mosto (azlcar, acidez y bajo pH) y la adicion de
SO, al mismo ejercen presion selectiva en el desarrollo de levaduras y bacterias durante la
fermentacion alcohdlica.

El tercer momento en el cual el producto puede ser susceptible a deterioro es después de la
fermentacién. El mismo puede ocurrir en la botella o durante la conservacién en barricas de
roble. Durante esta etapa los factores criticos son buena sanitizacién de la bodega, exclusion de
oxigeno y correcta dosificacién de agentes antimicrobianos para asegurar un producto estable
gue pueda resistir al ataque de levaduras y bacterias alteradoras (Sponholz, 1993).

1.2.2. Principales géneros de levaduras involucra  dos en el deterioro del vino

Levaduras apiculadas

Las levaduras apiculadas, es decir con forma de limoén, incluyen especies del genero
Kloeckera/Hanseniaspora. Estan presentes generalmente en la superficie de la uva y en el
mosto después de la molienda de uva (Fleet y col., 2002). Estas especies son facilmente
controladas con manejo adecuado durante la elaboracién de vino (baja temperatura, didxido de
azufre, higiene) y son inhibidas durante la fermentacion. La produccion de cantidades
indeseables de metabolitos como etil acetato (provocando olor a vinagre) puede ocurrir por el
desarrollo de este tipo de levaduras en mostos blancos con largos periodos o con largo tiempo
de contacto con la piel y en largas maceraciones prefermentativas durante la elaboracion de
vino tinto. Esta actividad deteriorante se debe a su rapido crecimiento, pero no es habitualmente
una gran preocupacion para los enélogos porque se pueden implementar medidas preventivas.

Levaduras formadoras de film

La denominacion “levaduras formadoras de film” incluye un grupo de especies capaz de
crecer en la superficie del vino, desarrollando peliculas. Especies del genero Candida y Pichia
son conocidas como tipicas levaduras formadoras de film, ademéas algunas cepas de S.
cerevisiae, D. bruxellensis o Z. bailii que también pueden ser recuperadas de peliculas de vino
(Farris y col., 2002; Ibeas y col., 1996). En el caso de S. cerevisiae la produccion de peliculas
es siempre una caracteristica deseable para la produccién de vino jerez (Suarez e Ifiigo 2004).
La habilidad para formar films por Pichia y Candida es probablemente explicada por su
naturaleza aerobia y su rapido crecimiento. En vinos a granel, estas levaduras, pueden cubrir
rapidamente la superficie del vino cuando el aire no ha sido removido de la parte superior de los
recipientes de almacenamiento, y producir acetaldehido, que imparte aroma oxidado. Aunque
esto no es frecuente, puede afectar a vinos tintos jovenes antes de la fermentacion malolactica
cuando los niveles de sulfito son bajos y los tanques no estan llenos. A pesar de que cepas de
Candida spp. o Pichia spp. pueden ser tolerantes a conservantes, su control en vinos se logra
principalmente a través de su poca tolerancia a tensiones de oxigeno bajo, que mejora el efecto
inhibitorio de alcohol o conservantes a ser usados. En vinos embotelladlos, estas levaduras
pueden causar sedimentos si la carga de contaminacion inicial es alta, por lo tanto, estas
especies son consideradas como indicadores de malas practicas de manufactura (Loureiro y
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Malfeito-Ferreira 2003). También pueden producir una pelicula o un anillo de células adherentes
al vidrio durante el embotellamiento si el cierre no previene la difusion de oxigeno, el nivel de
anhidrido sulfuroso libre es muy bajo y el nivel de contaminacion inicial es alto.

Levaduras fermentativas

S. cerevisiae y S. bayanus son agentes deseables de la fermentacién vinica. Sin embargo,
también pueden ser responsables del deterioro de vino. Durante la fermentacion un desbalance
nutricional en el mosto puede conducir a que se produzcan sabores desagradables impartidos
por compuestos reducidos de azufre (Bell y Henschke 2005). Sistemas modernos de
elaboraciéon de vino, con mosto bombeado en condiciones anaerébicas, tiende a incrementar el
problema, en contraste con viejos sistemas donde la aireacién del mosto estaba presente. Si no
es tratado a tiempo, estos problemas pueden persistir durante el almacenamiento y en vinos
embotellados.

Por otro lado, estas especies presentes en vinos con restos de azlcar pueden producir
refermentaciones en las botellas produciendo rechazos de los lotes ya embotellados.

Otro problema que puede relacionarse a estas especies es perturbacién del normal
desarrollo de la fermentacién que conduce a paradas de fermentacion (Bisson y Butzke 2000).
Este fendmeno es multicausal y en general es resultado de condiciones del medio ambiente
(por ejemplo, temperatura, falta de nutrientes en el mosto) y cambios en el metabolismo de
levaduras.

Dekkera/Brettanomyces

El papel desempefiado por la especie D. bruxellensis en el deterioro del vino tinto debido a
la produccién de aromas desagradables descriptos como “sudor de caballo”, “establo”,
“farmacéutico”, etc. (debido a la produccién de etilfenoles) en barricas o vinos embotellados ha
sido ampliamente descripto (Loureiro y Malfeito-Ferreira 2003). Estos efectos son
particularmente notorios en vinos tintos de alta calidad afiejados en costosas barricas de roble,
lo cual ha aumentado el impacto de las pérdidas econémicas provocadas por levaduras
deteriorantes en la industria del vino. Actualmente, esta especie es considerada como la
principal amenaza a la calidad del vino provocada por levaduras. El efecto no es solamente
directo, debido a la produccion de fenoles volatiles, sino también indirecto debido a las medidas
tecnoldgicas necesarias para controlar su actividad que pueden reducir los atributos del vino.

Dekkera ha sido conocida mucho tiempo como un contaminante indeseable, debido a la
produccién de acido acético. EI amplio uso de barricas de roble para vinos tintos afiejados, ha
puesto en evidencia su habilidad de producir etilfenoles y ha contribuido significativamente a
esta notoriedad.

Dekkera es una levadura que resulta dificil de aislar en vinos contaminados
simultaneamente con otras levaduras debido a su baja tasa de crecimiento. El uso de medios
selectivos y largos periodos de incubacién es esencial para su recuperacion. Dekkera ha sido
aislada solo raramente de uvas y del medio ambiente de bodegas (Connel y col., 2002), siendo
dominante en vinos tintos embotellados, como productora de etilfenoles, o en vinos
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espumantes. En términos relativos, a pesar de que es muy tolerante al etanol, resulta menos
tolerante al etanol o preservativos quimicos como S. cerevisiae o Z. bailii pero tiene la habilidad
de permanecer con vida por largos periodos y de proliferar cuando las condiciones se vuelven
menos restrictivas (Renouf y col., 2007). La deteccion ocasional de esta levadura en vinos
espumantes puede estar relacionada a su resistencia al diéxido de carbono.

1.2.3. Deterioro provocado por bacterias del acido acético

Las bacterias del acido acético (BAA) pertenecen a la familia Acetobacteriaceae y son
comunmente conocidas como bacterias del vinagre. Las BAA son Gram negativas o Gram
variables, de forma elipsoidal o cilindrica, pueden encontrarse solas, en parejas o formando
cadenas. Son aerobias, presentando exclusivamente un metabolismo respiratorio utilizando el
oxigeno como aceptor final de electrones. Son catalasa positiva y oxidasa negativa. Son
moviles por la presencia de flagelos. Su temperatura éptima de crecimiento esta entre 25- 30°C
y su pH 6éptimo entre 5-6, aunque crecen bien en pH inferiores a 4. Estas bacterias se
encuentran naturalmente sobre sustratos azucarados y/o con presencia de alcohol tales como
zumos de frutas, vino, sidra, cerveza y vinagre. Sobre estos substratos llevan a cabo una
oxidacion incompleta de los azlcares y los alcoholes, produciendo una acumulacion de acidos
organicos como productos finales. Cuando el sustrato es etanol, se produce acido acético; de
ahi deriva el nombre corriente con el que se conocen estas bacterias (Guillamén y col., 2005).

Se diferencian dos géneros de BAA de importancia para la industria del vino: Acetobacter y
Gluconobacter Los resultados obtenidos con técnicas taxonémicas modernas confirman que
estos géneros estdn muy relacionados y pertenecen a una misma familia (Drysdale y Fleet,
1988; Swings, 1992). Ambos géneros se asemejan por el hecho de que pueden oxidar etanol
en acido acético (proceso llamado acetificacion), y se diferencian en que Acetobacter spp.
puede sobre-oxidar acido acético y acido lactico en CO,y H,O a través de la via del Ciclo del
Acido Tricarboxilico.

El aislamiento de BAA en uvas, bodegas, vinos y barricas de roble esta bien estudiado.
Gluconobacter tiene preferencia por medios ricos en azlcar donde el alcohol esta presente en
bajas concentraciones. Esto explica por qué Gluconobacter es normalmente aislada de uvas y
mosto y desaparece cuando comienza la fermentacion alcohdlica. Acetobacter spp. es mas
tolerante al etanol, puede sobrevivir durante la fermentacion alcohdlica y ejercer influencia en el
producto final si no se tomaron precauciones.

Productos del deterioro por BAA:
Acidez volatil

El 4cido acético es el mayor componente presente en el vino asociado con acidez volatil,
también puede modificar la percepcion de otros constituyentes importantes del vino. Por
ejemplo, intensificando la percepcion de taninos y acidos fijos. Los ésteres de acetato,
especialmente etil acetato, son los mayores contribuyentes a este defecto en vino. El acetato de
etilo es percibido como “esmalte de ufas”.
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Dihidroxiacetona

El glicerol producido por levaduras y hongos sirve como fuente de carbono para A. aceti y
G. oxydans. Estas dos especies pueden convertir glicerol en dihidroxiacetona bajo condiciones
aerobias, compuesto que puede afectar la calidad sensorial del vino. La dihidroxiacetona
también puede actuar con prolina y producir aroma a corteza. Ademas puede afectar la
actividad antimicrobiana en el vino ya que tiene la capacidad de ligarse a SO, (Eschenbruch y
Dittrich, 1996).

Acetaldehido

Los vinos que contienen altas cantidades de BAA, pueden contener cantidades importantes
de acetaldehido, un metabolito intermediario en la produccion de acido acético bajo pequefas
concentraciones de oxigeno. Los descriptores de este defecto en vino van de nuez a jerez, que
recuerda a manzana madura. El acetaldehido se liga al SO, y puede afectar su actividad
antimicrobiana en vino. Este compuesto combinado puede enmascarar el olor a acetaldehido
(Fugelsang y Edwards, 2007).

Acetoina

Algunas cepas de Acetobacter y Gluconobacter pueden oxidar acido lactico a acetoina bajo
condiciones de poco oxigeno. La acetoina tiene un aroma y sabor caracteristico descripto como
“mantequilla”. Sumado a que afecta la calidad sensorial, el aumento de acetoina en vino por
BAA puede ligar el SO, libre y eliminar su actividad antimicrobiana.

1.2.4. Deterioro provocado por bacterias del acido lactico

Las bacterias del acido lactico (BAL) tienen un rol principal conduciendo la fermentacion
malolactica, la fermentacion secundaria durante la produccion del vino. Pero también pueden
ser perjudiciales para la calidad del vino como microorganismos deteriorantes si la proliferaciéon
de ciertas BAL ocurre en un momento inadecuado durante el proceso de elaboracién de vino.

Las BAL son un grupo heterogéneo, que presenta caracteristicas comunes como: son Gram
positivas, catalasa negativa, no esporuladas, microaeréfilas o anaerobias facultativas y
fermentadoras de azlcares en condiciones diversas, respondiendo a dos tipos de morfologia:
cocos Yy bacilos. Producen principalmente acido lactico como producto final de la fermentacion
de carbohidratos (Suarez e lfiigo, 2004). En el vino las BAL que se pueden encontrar son de
dos familias: Lactobacillaceae con los géneros Lactobacillus (con numerosas especies) y
Pediococcus, y la familia Leuconostocaceae con los géneros Leuconostoc, Oenococcus Yy
Weissella (Du Toit y col., 2011).

En el vino se desarrollan un nimero limitado de especies debido principalmente al bajo pH,
los escasos elementos nutritivos y el contenido de etanol. Es asi como bacterias lacticas
pertenecientes a los géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y Oenococcus son las
encontradas en los vinos (llabaca et al, 2014).
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La principal especie que realiza la FML es Oenococcus oeni, ya que puede soportar bajos
pH (< 3,5), altas concentraciones de etanol (>10%) y altos niveles de SO, que se pueden
encontrar en el vino (Costantini y col., 2009). La poblacién de BAL durante una vinificacién varia
durante todo el proceso. Es asi, como acabada la FA, la poblacién de BAL alcanza sélo entre
10" a 10° UFC/ml. Para tener un buen desarrollo de la FML es necesario activar el crecimiento y
la multiplicacion de las BAL para lograr una poblacion minima de 10° UFC/ml (Suarez e Ifigo,
2004). La FML puede ocurrir de forma espontanea, sin saber a ciencia cierta cual sera el
resultado final de este proceso, o bien ser inducida por la inoculacién de cultivos iniciadores de
bacterias comerciales, que cumplan con los requerimientos de la produccién de un vino.

Si bien la FML es un proceso importante que se debe desarrollar durante la elaboracion de
los vinos, el desarrollo de esta fermentacién debe ser controlado, ya que al ser realizado por
microorganismos, como son las BAL, el resultado puede ser completamente adverso, ya que Si
bien la principal transformacion que se realiza en esta fermentacion es la transformacion del
acido malico a lactico, existen otras actividades enzimaticas durante la FML, que dan lugar, en
la mayoria de los casos, a alteraciones o enfermedades, que incluso pueden disminuir la
calidad del vino (Carrascosa y col., 2005).

Productos del deterioro por BAL:
Formacion de Acidos

Las BAL pueden aumentar el contenido acido en el vino produciendo acido lactico y acido
acético. El acido D-lactico esta asociado con deterioro, y el acido L-lactico es producido durante
la fermentacion malolactica (Fugelsang y Edwards 2007).

Esta alteracion denominada “Picadura lactica” ocurre generalmente en determinadas
condiciones que favorecen un crecimiento bacteriano, como son las interrupciones o paradas de
la FA, o las FA incompletas. Si el desarrollo de las BAL se produce antes de que todo el azicar
del mosto haya sido transformado en etanol, utilizan las hexosas produciendo etanol y CO, al
igual que las levaduras, en acido acético. Debido a la formacion de acido acético y un exceso
de acido lactico en el medio, la acidez volatii aumenta considerablemente (Lonvaud-Funel,
1999).

Huang y col. (1996) demostraron que las BAL pueden afectar la tasa de levaduras que
conducen la fermentacion alcohdlica.

Refermentacion

Es conocida como fermentacion malolactica fuera de lugar, y puede ocurrir en vino
embotellado con pH mayor a 3,5 en presencia de BAL y nutrientes (acido malico o azlcar
residual).

Manitol

El manitol es producido por lactobacilos heterofermentativos ademas de propanol, butanol y
acido acético a partir de la fructosa. Los vinos atacados presentan aspecto turbio. Cuando la
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alteracion ha evolucionado, se percibe un gusto a fruta pasada y algo a vinagre. La sensacion
en conjunto es agridulce, marcada por el acido acético y el manitol.

Viscosidad

Los vinos con un aumento en viscosidad y una apariencia babosa son llamados viscosos.
La viscosidad es atribuida a la produccion de un polisacarido extra-celular, D-glucano, y los
géneros Leuconostoc y Pediococcus han sido implicados en su produccion (Lonvaud-Funel,
1999; Fugelsang y Edwards, 2007). La viscosidad solo ocurre durante la fermentacion
alcohdlica o después de embotellado cuando el etanol esta presente.

Aminas biégenas

Las BAL estan involucradas también en la produccion de aminas biégenas y etil carbamato,
compuestos que no deterioran el vino con malos sabores o problemas organolépticos, pero
implican potenciales problemas de salud para el consumidor, afectando la calidad higiénica del
vino. Las aminas son producidas por aminoacido descarboxilasas desde su respectivo
precursor aminodacido. La histamina es la amina bibgena mejor estudiada y puede provocar
dolores de cabeza, hipotensién y problemas digestivos. El carbamato de etilo es una sustancia
considerada por la Organizacion Mundial de la Salud como agente carcin6geno y genotéxico.

1.3. Uso de anhidrido sulfuroso en la elaboraciéon d e vinos

La adicion de anhidro sulfuroso durante la elaboracion de vinos parece hoy en dia
indispensable debido a sus propiedades. Tradicionalmente el sulfuroso se ha utilizado para
proteger el vino mediante el control de microorganismos no deseados y para evitar oxidaciones.
Hay una creciente preocupacion por parte de la sociedad por el consumo de alimentos que
contienen "sulfitos"”, entre ellos el vino, debido a los efectos alérgicos que puedan darse en
personas sensibles. Esta preocupacién se ha traducido en nuevas normativas que restringen su
uso y que van encaminadas hacia su disminucion e incluso su prohibicién. En nuestro pais el
INV establece un limite de SO, total de 130 mg/l para vino tinto seco, 180 mg/l en vino blanco y
rosado seco, 180 mg/l en vino tinto abocado dulce y 210 mg/l en vino blanco y rosado abocado
dulce, todos valores para libre circulacién con una tolerancia de 35 mg/l en mas o en menos
(Resolucion INV N° C-143/94) (INV, 2016).

No es féacil calcular las cantidades precisas de adicion de sulfuroso debido al complejo
equilibrio quimico de esta molécula en el vino. A pesar de que normalmente se expresa como
S0O,, existen diferentes formas del mismo en el vino. Se encuentra en formas libres y
combinadas, siendo una de las formas libres, la forma molecular “SO,” (di6xido de azufre), la
gue posee las propiedades antioxidantes y antisépticas. La forma combinada estd compuesta
por el sulfuroso unido a otros compuestos que se encuentran en el vino como los polifenoles,
aldehidos y cetonas. El "sulfuroso libre" sumado al “sulfuroso combinado” es lo que se conoce
como "sulfuroso total" (Guerrero Hidalgo y col., 2015).

La concentracion de las distintas formas en las que el sulfuroso puede encontrarse en el
vino depende del pH del vino y en menor medida de la temperatura. En el rango de pH de los
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vinos (3-4), el sulfuroso se encuentra en un gran porcentaje como la forma bisulfito y en bajo
porcentaje como la forma sulfito. Ninguna de estas dos formas tiene la capacidad protectora del
sulfuroso. La forma molecular SO,, que es la forma que posee las propiedades antioxidantes y
antisépticas, también se encuentra en bajas concentraciones. Cuanto menor sea el pH del vino,
mayor sera la concentracion de la forma activa SO,. Es por esta razén que se aconseja afiadir
el metabisulfito potasico después de acidificacién del mosto o vino. Asi el pH del vino sera mas
bajo y favorecera la aparicion de un mayor porcentaje de la forma activa (Guerrero Hidalgo y
col., 2015).

1.3.1. Propiedades del anhidrido sulfuroso enlosv  inos
Protege contra la oxidacion

Muchos constituyentes del vino son susceptibles de ser oxidados durante el proceso de
vinificacion y pueden dar lugar a un detrimento de su calidad sensorial y nutricional. Estos
procesos de oxidacion pueden producirse en la uva, el mosto y/o el vino durante su elaboracién.
La accion antioxidante del sulfuroso se debe a tres mecanismos: Eliminacion de oxigeno
disuelto; reaccion con peroxido de hidrogeno presente en pequefas cantidades; y reduccién de
las quinonas convirtiéndolas en su forma fenélica. Ademas de los mecanismos quimicos
anteriores, el sulfuroso es capaz de inhibir a enzimas como la polifenol oxidasa, principalmente
responsable del pardeamiento de uva, asi como de la enzima peroxidasa. También inhibe las
reacciones de Maillard que pueden dar lugar a cambios en aroma y color del vino (Guerrero
Hidalgo y col., 2015).

Evita contaminaciones microbianas

Dependiendo de su concentracion el sulfuroso inhibe el desarrollo de microorganismos tales
como levaduras, bacterias lacticas y, en menor medida, las bacterias acéticas. Su accion evita
la formacién de turbidez debida a levaduras, las fermentaciones secundarias indeseables y el
crecimiento de Brettanomyces. La actividad antimicrobiana del sulfuroso disminuye a medida
que el pH del vino aumenta, lo que hace mas dificil estabilizar microbiolégicamente vinos con
baja acidez.

El sulfuroso es el aditivo mas frecuente para controlar el crecimiento de bacterias lacticas y
evitar la fermentacién malolactica en vinos blancos (Guerrero Hidalgo y col., 2015).

Poder disgregante

Esta propiedad es debida a la capacidad del SO, para romper las paredes celulares de la
piel de la uva, disgregandola y facilitando asi la extraccion de sus componentes al mosto o vino.
El aumento de la eficacia de maceracién en presencia de sulfuroso para la extraccién de
pigmentos de uva es indiscutible, y es utilizado para la preparacion industrial de colorantes
comerciales.

Sin embargo, dado que soélo el SO, libre es activo, y que esta forma desaparece
rapidamente en las uvas molidas, este efecto de disgregacion parece ser ejercido sélo durante
un breve momento. Al final de la fermentacion, los efectos del tiempo de maceracion, de la
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temperatura y de los remontados son mas significativos sobre la extraccion que el efecto del
propio sulfuroso. El efecto de disgregacion mediante el sulfitado con respecto a los compuestos
fendlicos, es importante en el caso de maceraciones limitadas (Guerrero Hidalgo y col., 2015).

1.3.2. Efectos del sulfuroso sobre las caracteristi cas sensoriales de los vinos

El sulfuroso se utiliza normalmente en enologia, pero puede causar algunos efectos no
deseados en el vino como la formacion de aromas indeseables como por ejemplo, el sulfuro de
hidrégeno.

El uso excesivo de sulfuroso puede producir sabores y aromas desagradables e incluso
turbidez durante su almacenamiento. A dosis altas, se neutralizan los aromas, y en cantidades
excesivas produce un defecto caracteristico en el aroma de los vinos. Se produce un olor a
"lana himeda" que se convierte rapidamente en sofocante e irritante y que ademas da lugar a
una sensacion de ardor-amargor en el retrogusto.

En la elaboracion del vino tinto, el sulfitado favorece la disolucién de minerales, acidos
organicos y compuestos fendlicos (sobre todo antocianos y taninos) que constituyen las
sustancias responsables del color de los vinos tintos. Sin embargo, cuando las vinificaciones se
llevan a cabo en uvas sanas, no se produce una mejora significativa del color.

El sulfitado, a menudo mejora el aroma del vino en el caso de uvas con estado sanitario
deficiente o variedades neutras. También protege ciertos aromas de los vinos jévenes. Por el
contrario, en ciertas vinificaciones, tales como las fermentaciones sin presencia de oxigeno o el
envejecimiento especialmente prolongado sobre lias, pueden conducir a la formacion de sulfuro
de hidrégeno y mercaptanos, que producen aromas a huevos podridos y putrefacto.

El sulfuroso también es importante para minimizar la velocidad de polimerizacién de los
compuestos polifendlicos y, por tanto, de la pérdida de color durante el envejecimiento del vino.
El sulfuroso reacciona con ciertos componentes del vino, evitando la reaccién de los
compuestos polifenélicos con ellos, ralentizando los procesos de polimerizacién, y por tanto la
perdida de color.

Se ha publicado que la presencia de sulfuroso en el vino promueve el consumo de
aminoacidos por parte de la levadura durante la fermentacion alcohdlica, dando aromas mas
complejos y mejor estabilidad (Guerrero Hidalgo y col., 2015).

1.3.3. Efectos del sulfuroso sobre la salud del con sumidor

La utilizacion de sulfuroso como conservante alimentario se ha asociado con algunos
riesgos para la salud. Se ha relacionado a los sulfitos resultantes de la adicién de sulfuroso en
el vino con reacciones alérgicas en algunos consumidores. Los individuos sensibles a los
sulfitos reaccionan negativamente a su ingestion a partir de 10 mg de ingesta. Es por ello, que
en el caso de vinos con concentraciones de sulfuroso mayores a ésta, se debe indicar la
presencia de sulfitos en la etiqueta. Los individuos sensibles pueden experimentar una variedad
de sintomas que incluyen dolores de cabeza, nauseas, dermatitis, urticaria, angioedema, dolor
abdominal, diarrea, broncoconstriccion y anafilaxia.
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Los asmaticos que son dependientes de los esteroides o que tienen un mayor grado de
hipersensibilidad de las vias respiratorias estan en mayor riesgo de sufrir una reaccién a los
alimentos que contienen sulfitos. En este tipo de poblacion, las reacciones de sensibilidad a los
sulfitos pueden ser severas. Asi, se ha visto la necesidad de reducir la cantidad de sulfuroso, ya
gue este compuesto no solo se encuentra en el vino, sino que ademas se encuentra en muchos
productos alimenticios como aditivo y la cantidad consumida es acumulativa en el organismo
(Guerrero Hidalgo y col., 2015).

Se suele afiadir a los mostos una concentracién aproximada de 80 mg/L de sulfuroso para
vinos blancos y 50 mg/L para vinos tintos. Mas del 50% de la cantidad afadida inicialmente
termina como formas combinadas, que no tienen actividades antisépticas ni antioxidantes. Pero
por desgracia, todavia conserva sus contraindicaciones relacionadas con la salud (Guerrero
Hidalgo y col., 2015).

1.4. Uso de ondas electromagnéticas de alta frecuen  cia en la industria vitivinicola

La existencia de ondas electromagnéticas, de las cuales las microondas forman parte del
espectro de alta frecuencia, fueron predichas por Maxwell en 1864 a partir de sus famosas
“Ecuaciones de Maxwell”. En 1888, Heinrich Rudolf Hertz fue el primero en demostrar la
existencia de ondas electromagnéticas mediante la construccién de un aparato para generar y
detectar ondas de radiofrecuencia (Pozar, 2012).

Se denomina microondas a las ondas electromagnéticas definidas en un rango de
frecuencias determinado; generalmente entre 300 MHz y 300 GHz, que supone un periodo de
oscilacién de 3 ns (3x107 s) a 33 ps (33x10™*? s) y una longitud de onda en el rango de 1 m a 1
mm. El rango de las microondas esta incluido en las bandas de radiofrecuencia, concretamente
en las de UHF (ultra-high frequency - frecuencia ultra alta) 0,3-3 GHz, SHF (super-high
frequency - frecuencia super alta) 3-30 GHz y EHF (extremely-high frequency, frecuencia
extremadamente alta) 30—300 GHz (Pozar, 2012).

La microonda es una forma de energia electromagnética y no calorifica, la cual se
caracteriza por ser una onda corta que viaja a la velocidad de la luz y tiene la propiedad de
hacer vibrar las moléculas de los cuerpos que atraviesa, calentandolos. El proceso con
microondas genera calor desde el interior del alimento al exterior a través de las vibraciones
moleculares, en cambio con el calentamiento convencional, el calor se aplica desde el exterior
hacia el interior, generando un aumento de temperatura en el alimento. Este incremento esta
determinado por la potencia del equipo, asi como por las propiedades fisicas y térmicas de la
muestra. Un alimento que posea un bajo valor de conductividad térmica puede calentarse
rapidamente utilizando microondas, lo cual no ocurre en los métodos tradicionales. Cuando el
alimento es sometido a irradiacion por microondas, el calor es producido dentro del alimento
debido a la vibracion de las moléculas de agua originada por la absorcién de energia. Las
moléculas actian como barras magnéticas tratando de orientarse o polarizarse ellas mismas
bajo la accién del campo electromagnético. Este movimiento entre las moléculas causa una
friccién interna, la cual a su vez da lugar a unas condiciones hipertérmicas que afectan a las
moléculas ionizables y polares (sales minerales y agua, principalmente) e interfieren en las
membranas celulares disminuyendo su actividad fisioldgica y supervivencia.
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Una de las aplicaciones mas conocidas de las microondas es el horno de microondas, que
usa un magnetron para producir ondas a una frecuencia de aproximadamente 2,45 GHz (Cano-
Montiel, 2008).

La ubicuidad de los microorganismos en el medio ambiente, la resistencia de algunos de
estos a temperaturas elevadas y a sustancias antisépticas hacen necesaria la blsqueda de
algun método de esterilizacién rapido y eficiente en materiales utilizados en la elaboracion de
vino. Una alternativa para la sanitizacion de materiales de bodega es la utilizacion de
microondas (Diaz y col., 2004).

La esterilizacion comprende la destruccion completa y total de todos los microorganismos
cualquiera sea su forma o especie (Rodriguez, 2000). La capacidad de la radiacion para
inactivar microorganismos ha sido la principal razén del uso de la radiacion en alimentos. La
radiaciéon ha demostrado ser un medio efectivo de destruccién tanto de bacterias patégenas
como no patdgenas; asi como también de parasitos y en menor grado, de virus. La radiacién,
tanto ionizante como no ionizante, inactiva los microorganismos mediante el dafio que realiza
sobre el material genético. Este dafio que evita la multiplicaciéon celular, tiene lugar como
resultado de una colision directa entre la energia radiante y el material genético, o como
resultado de la ionizacién radiante de una molécula adyacente que reacciona con el material
genético. En la mayoria de las células, la molécula adyacente es agua (Grecz y col., 1983).

Diversos trabajos citan la reduccién en el nimero de microorganismos al ser tratados con
microondas, sirviendo como punto de referencia para comparar los efectos que puede tener el
uso de microondas en mosto de uva. Investigaciones realizadas por Garéfalo y colaboradores
(2005) donde se estudio la incidencia de las microondas en mohos y levaduras de la mora de
castilla (Rubus glaucus Benth) con el fin de esterilizar y prolongar su conservacion sin
necesidad de frio arrojo un resultado favorable en la utilizacion de las microondas. Las moras
expuestas a las microondas retardaron su maduracion y la carga microbiana inicial se redujo
considerablemente al pasar de 1,3.10" ufc/ml a una carga de 40.10' ufc/ml luego de 15
segundos de tratamiento. Velasquez y Sanchez, (2008) determinaron la eficiencia del sistema
de procesado del microondas para inactivar la carga microbiana presente en el jugo de mango
preparado a partir de fruta fresca. En este estudio, la poblacion microbiana debida
principalmente a Aspergillus sp disminuyo el 89% durante el tiempo de tratamiento. Tremonte,
(2014), estudio el efecto de microondas en leche, donde el tratamiento a 900 watts durante 75
segundos fue efectivo, reduciendo la poblacion microbiana y preservando la calidad nutricional.
Song (2016), demostrd la inactivacion de Salmonella senftenberg, Salmonella Typhimurium y
Salmonella Tennessee en mantequilla de mani con 915 MHz durante 5 minutos sin producir
deterioro en la calidad. Clodoveo y colaboradores (2016) estudiaron los beneficios del
microondas en la elaboracién de vino, indicando que su aplicacion puede aumentar los
componentes de extraccion durante la maceracion de mosto, produciendo vinos de alta calidad
con baja poblacién de microorganismos deteriorantes, permitiendo la disminucion en el uso de
SO,y agregando valor en términos nutricionales o sensoriales al vino final.
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1.4.1. Beneficios del uso de microondas en la indus tria vitivinicola

El conocimiento de la composicion quimica de la uva y el vino, y particularmente de la
composicion fendlica y odorante, constituye una herramienta clave en el monitoreo y
mejoramiento de la calidad de los productos, debido a su impacto directo sobre las
caracteristicas organolépticas y a sus propiedades funcionales. Actualmente, la tendencia del
mercado del vino tinto se encuentra orientada hacia la elaboraciéon de productos con un alto
contenido polifendlico y complejidad aromatica.

Los compuestos fendlicos constituyen unos de los principales metabolitos secundarios
presentes en las uvas, y segln su estructura quimica pueden ser divididos en dos grandes
grupos: no-flavonoides (acidos fendlicos y estilbenos) y flavonoides (antocianinas, flavanoles y
flavonoles). En las bayas, se distribuyen principalmente en hollejos y semillas (no-flavonoides y
flavonoides) y en menor proporcion en la pulpa (no-flavonoides) (Monagas y col., 2005). Las
antocianinas constituyen la familia de compuestos directamente responsables del color de las
uvas y vinos tintos jovenes, los flavanoles (mondmeros, oligdbmeros y polimeros) contribuyen a
la astringencia, amargor y estructura de los vinos (Gawel, 1998), en tanto, los flavonoles se
relacionan con el amargor y junto con los flavanoles participan del color a través de reacciones
de copigmentacién y/o condensacién (Monagas y col., 2005).

Por su parte, los compuestos odorantes volatiles son también factores muy importantes que
afectan el flavor y la calidad de la uva, y contribuyen al caracter sensorial del vino. Estos
compuestos presentes en el vino provienen de las distintas etapas del proceso vitivinicola.

La extraccion de los compuestos fendlicos y odorantes de las partes sélidas de la baya y su
transferencia al vino depende de las condiciones de contacto con el liquido, es decir la
maceraciéon. En general, las técnicas enoldgicas reportadas para mejorar la extraccion de estos
compuestos, como la aplicacion de enzimas pectoliticas (Ayestaran y col.,, 2004),
la maceracion prefermentativa en frio, la termo vinificacion., la flash expansién, y
el pigeage o delestage (Sacchi y col.,, 2005), entre otras mencionadas involucran ciertos
costos asociados con el manejo del mosto durante el tiempo de contacto, tales como la
aplicacion de anhidrido sulfuroso (SO,) para inhibir levaduras nativas no-Saccharomyces,
consumo de tiempo y personal de trabajo, consumo energético elevado, entre otros. Una
alternativa puede ser la extraccién asistida por microondas.

La maceracion asistida por microondas como alternativa a la maceraciéon tradicional,
permitiria potenciar la extraccion de compuestos volatiles y no volatiles a partir de uvas
provenientes de vifiedos de alto rendimiento cultivados en zonas calidas (Sari S. comunicacion
personal). Adicionalmente, el empleo de esta técnica favoreceria la inactivacién de enzimas y la
inhibicion del desarrollo de la flora microbiana nativa, disminuyendo la utilizacién de antisépticos
como un método efectivo en vendimias alteradas. Finalmente, el empleo de microondas en
comparacion con la termomaceracién, ofrece la ventaja de disminucion de costos de
equipamiento, energia y menor uso de agua.
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Resulta una caracteristica importante de las propiedades fisicas de las microondas y de sus
interacciones la rapidez con que se produce el aumento de calor comparado con el
calentamiento convencional. Las ventajas que el calentamiento en hornos microondas presenta
respecto a otros mas tradicionales son: limpieza, ahorro de energia, control preciso del proceso
y los tiempos de iniciacion y terminacién son mas cortos (Decareau, 1985).

El presente trabajo espera demostrar que el uso de las ondas electromagnéticas de alta
frecuencia (microondas) es una alternativa a emplear en la industria vitivinicola para disminuir la
poblaciéon microbiana en mosto, lo cual directamente disminuye la cantidad necesaria de SO, a
utilizar. Ademas esta tecnologia es amigable con el medio ambiente, compatible con los
procesos enolégicos, rapida y facil de emplear.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis

v" El uso de microondas disminuye la poblacién microbiana en mostos de uva.
v' La reduccién de las poblaciones microbianas de mostos de uvas mediante tratamiento con

microondas es dependiente del microorganismo que se trata.

2.2. Objetivos generales y particulares

Obijetivo general

Evaluar el efecto de microondas para la reduccion de las poblaciones microbianas en
mosto.

Obijetivos particulares

Conocer la relacion entre el aumento de temperatura y el tiempo de exposicion del mosto en
microondas a una potencia determinada.

Evaluar distintos tiempos de exposicibn a una potencia baja de microondas para la
reduccion de diferentes especies de levaduras.

Evaluar distintos tiempos de exposiciébn a una potencia baja de microondas para la
reduccion de bacterias lacticas y acéticas.

Determinar el porcentaje de reduccion de las diferentes poblaciones microbianas luego del
tratamiento de mostos de uva con microondas.
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3. MATERIALES Y METODOS

En este capitulo, se detallan los materiales y la metodologia utilizados para realizar el
estudio sobre el uso de microondas para reducir las poblaciones de microorganismos en mosto
de uva. La formulacion de medios de cultivo, soluciones y reactivos utilizados se detalla en el
Anexo .

3.1. Evaluacion de la elevacién de la temperatura e  n distintos tiempos de microondas

Con el objeto de conocer el aumento de temperatura durante la exposicion a microondas, se
realizd un ensayo por quintuplicado utilizando 100 ml de mosto de uva a 24°Brix el cual fue
expuesto a una potencia de 100, 250, 400, 550 y 750 watts de microondas registrando los
aumentos de temperatura en diferentes periodos de tiempo.

Sobre la base de los resultados anteriores se seleccion6 para el ensayo la potencia de 250
watts y los tiempos 2, 3 y 4 minutos. Se consideraron como criterios importantes a lograr
durante el tratamiento que la temperatura del mosto no supere los 70°C y que el aumento de la
misma sea gradual con el objeto de reducir el impacto del tratamiento sobre las caracteristicas
sensoriales del vino.

3.2. Microorganismos del trabajo

Se utilizaron microorganismos depositados en la Coleccion de microorganismos asociados a
uva y vino de la EEA Mendoza (INTA), la cual esta asociada a la Red de recursos genéticos de
INTA (Tabla 2).

Las especies que se evaluaron son: Saccharomyces cerevisiae, Hanseniaspora uvarum,
Pichia membranaefaciens, Zygosaccharomyces rouxii, Dekkera bruxellensis, Lacotobacillus spp
y Acetobacter spp

Tabla 2: Identificacion de los cultivos de la Coleccién de microorganismos en la EEA Mendoza INTA,
utilizados en este estudio

Especie Identificacion de la cepa Origen de aislami  ento
Saccharomyces cerevisiae Mza Mosto Malbec en fermentacién
Hanseniaspora uvarum BHU9 Mosto Malbec
Pichia membranaefaciens 51 Uva con podredumbre acida
Zygosaccharomyces rouxii MC9 Mosto concentrado alterado
Dekkera bruxellensis CH29 Vino tinto con defecto fendlico
Lactobacillus spp Spp Heterofermentativo Vino con picadura lactica
Acetobacter spp Spp Vino comercial

3.3. Medios de cultivo e inoculacion

Los distintos microorganismos se sembraron en medio de cultivo YPD (Yeast Peptone
Dextrose) para levaduras y bacterias acéticas y en medio MRS (Man, Rogosa, Sharpe) para
bacterias lacticas. Las levaduras y bacterias acéticas se incubaron en estufa a 28°C en
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aerobiosis y las bacterias lacticas se incubaron a 28°C en anaerobiosis. Se detuvo la incubacion
cuando los microorganismos desarrollaron colonias visibles.

Luego del tiempo de incubacion, se observaron las levaduras al microscopio éptico (objetivo
40x) para verificar la pureza de las mismas, y para bacterias acéticas y bacterias lacticas se
realizé Tincion de Gram y posterior observacién al microscopio 6ptico (objetivo 100x con aceite
de inmersion).

Una vez verificada la pureza de todos los
microorganismos se sembraron para tener un crecimiento
confluente en 3 placas de Petri con el medio de cultivo
YPD (Yeast Peptone Dextrose) para levaduras y bacterias
aceéticas y con el medio MRS (Man, Rogosa, Sharpe) para
bacterias lacticas. Las levaduras y bacterias acéticas se
incubaron en estufa a 28°C durante 2-5 dias en aerobiosis
y las bacterias lacticas se incubaron a 28°C durante 7 dias
en anaerobiosis.

Para el ensayo se utiliz6 mosto de uva concentrado y
fue diluido con agua hasta obtener 24°Brix, se agreg6 1g/l
de extracto de levadura, luego se ajust6 el pH a 3.5 con
HCly se fraccion6 en unidades experimentales de 100 ml
que se esterilizaron en autoclave a 120°C 15 minutos.

Figura 2: Incubacién en estufa
con agitacion

Los mostos se inocularon por triplicado y se incubaron en estufa con agitacién a 200 rpm
durante 2 h para aclimatacién y activacién de las células, luego se realizaron los tratamientos de
microondas (Figura 2).

3.4. Disefio experimental

Se trabajé con un microondas convencional de uso doméstico, marca Philco (Figura 3),
utilizando una potencia de 250 watts y se evaluaron los diferentes tiempos de exposicion,
monitoreando la temperatura en cada tratamiento para evitar un aumento de la misma por
encima de 70°C. Cada tratamiento se aplicé para cada microorganismo de modo individual y
fueron realizados por triplicado.

Figura 3: Microondas usado para el tratamiento
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Finalizada la incubacion de los mostos en estufa, se midi6 la temperatura inicial de cada uno
y se recogié 1 ml en tubo eppendorf identificado como T, Luego se repitié lo mismo para los
tiempos de tratamiento, de 2, 3 y 4 minutos, recogiendo 1 ml en cada uno previa agitacién del
mismo. Los tubos eppendorf se identificaron como T4, T, y Tz respectivamente.

A partir de cada muestra se realizaron diluciones seriadas colocando 100 ul en tubos
eppendorf de 1,5 ml con 900 ul de agua peptonada 0,1% estéril. Cien microlitros de las
muestras sin diluir y sus respectivas diluciones se sembraron en el medio de cultivo adecuado
para cada grupo microbiano:

-Para levaduras: Medio WL (Oxoid) suplementado con cloranfenicol (50 pg/ml)

-Para bacterias lacticas: Medio MRS (Oxoid) suplementado con 15% de jugo de tomate y 1
g/l de pimaricina.

-Para bacterias acéticas: Medio CARR (5 g/l de extracto de levadura, 2 g/l de agar, 22 mg/l
verde bromocresol, 1 g/l pimaricina, 2 % etanol).

Las placas fueron incubadas a 28°C hasta desarrollo visible de colonias. Se procedio6 al
recuento y al calculo del porcentaje de la reduccién de poblacién en cada tratamiento aplicado.
El resultado se expresé en ufc/ml (ufc: unidades formadoras de colonias).

Un esquema del procedimiento aplicado se demuestra en la figura 4.

8\ - — zg
_\'_,! — \, _Trlz Eg 100 pl

Tratamiento en microondas Toma de muestra Diluciones seriadag< Incuhacion Recuento en placa
y siembra

Jil]

Figura 4: Esquema del disefio experimental

3.5. Andlisis estadistico de resultados

Los datos obtenidos fueron procesados empleando el método de la diferencia significativa
minima de Fisher (LSD) para comparaciones muiltiples y la prueba de Kruskal-Wallis por medio
del programa estadistico Statgraphic Plus 5.1.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion se presentan los resultados obtenidos de los ensayos que evaltan el uso de
microondas en mosto de uva para disminuir la carga microbiana en mosto de uva.

4.1. Efecto de la temperatura vs dosis de microonda sy tiempo de tratamiento

La figura 5 muestra las curvas de la temperatura alcanzada respecto del tiempo de
tratamiento para cada dosis de microondas evaluada. Se observd una relacion lineal entre la
temperatura de mosto y el tiempo de exposicion en cada una de las distintas potencias de
microondas aplicada. Se observé que el mosto alcanzé una temperatura de 70°C en 60
segundos para la potencia de 750 watts, en 70 segundos para la potencia 550 watts y en 120
segundos para la potencia 400 watts. Dichas potencias fueron descartadas para el ensayo ya
que, practicas enoldgicas, como la maceracion, recomiendan no superar temperaturas de 60°C
(Ribéreau-Gayon y col., 2006).

Las dos potencias menores evaluadas (250W y 100W) produjeron leves y graduales
aumentos de temperatura en los tiempos evaluados (Figura 5). El aumento de temperatura
verificado para 100 watts fue muy lento llegando a 58°C en 420 segundos, el Ultimo tiempo
evaluado. Este periodo de tiempo podria representar una extension innecesaria del tiempo de
tratamiento. Mientras que la potencia de 250W produjo una curva de aumento de temperatura
en los rangos de tiempos deseados, alcanzando los 65 °C en 300 segundos (5 minutos) (Figura
5).

Samani y colaboradores (2015) estudiaron el efecto de la potencia de microondas, la
temperatura y el tiempo de exposicion sobre S. cerevisiae en jugo de naranja. La temperatura
final del jugo de naranja derivada de la potencia de microondas fue considerada como
contribuyente a la reduccidon de S. cerevisiae, es decir que el aumento de la temperatura
contribuye a la reduccién en la poblacién de S. cerevisiae. Sin embargo, el aumento de la
potencia de microondas se caracterizd por una ligera pendiente de reduccién de la poblacion
comparada con la temperatura. En temperaturas mas bajas, el aumento de la potencia de
microondas no afecté la tendencia de reduccidon de S. cerevisiae, pero el aumento de la
temperatura a 50 °C dio como resultado una mayor reduccién de S. cerevisiae.

Considerando los resultados anteriores se eligié trabajar con 250 watts ya que produce un
aumento gradual de la temperatura en tiempos accesibles para los tratamientos.
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Figura 5: Temperatura vs dosis de microondas y tiempo de tratamiento

4.2.  Evaluacion de la relacion temperatura y tiempo de tratamiento a una potencia de
microondas de 250 watts

La potencia se encuentra relacionada con la velocidad de calentamiento, de tal forma que
cuanto mayor es la potencia, menos tiempo se tarda en alcanzar la temperatura deseada. La
potencia necesaria para producir un calentamiento uniforme depende de las caracteristicas
propias del producto, asi como de su temperatura inicial (Schiffmann, 1990) y de la frecuencia
de radiacion (Mudgett, 1989). El calor especifico de un alimento influye en el tratamiento térmico
con microondas. El calor especifico se puede definir como la cantidad de calor ganada o
perdida por unidad de peso en un producto, para alcanzar una variacion deseada en la
temperatura sin producir alteracion en el estado fisico del mismo (Heddleson y col., 1994).

La figura nUmero 6, muestra la relacion lineal de la temperatura alcanzada en el mosto para
cada tiempo de tratamiento aplicado. Se observa que a medida que aumenta el tiempo de
tratamiento, aumenta la temperatura. Dichos valores indican que cada 1 minuto de tratamiento a
250 W de un volumen de mosto de 100 ml se espera que la temperatura aumente 9,27°C. La
pendiente de la recta es 9,2751 y la ordenada al origen 26,95 (temperatura promedio inicial del
mosto). El coeficiente de determinacién R?0,99 indica que el modelo de regresion lineal explica
el 99% de la variabilidad de los datos. Los valores obtenidos permitirian correlacionar los datos
de tiempo de exposicion a microondas a 250 W y temperatura para este ensayo de la siguiente
manera, si la temperatura inicial de los mostos es de 26,00 + 1,97°C (promedio + desviacion
estandar) luego de dos minutos de tratamiento se alcanza una temperatura de 47,24 + 2,56 °C,
luego de 3 minutos una temperatura de 55,24 + 2,24 °C y luego de 4 minutos 62,81 + 2,62 °C.
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Figura 6: Relacion del aumento de temperatura respecto al tiempo de tratamiento a 250W.
4.3. Efecto del tratamiento con microondas para cad  a grupo microbiano

A continuacion se presentan los resultados obtenidos cuando diferentes especies de
microorganismos fueron tratados con microondas a 250W.

4.3.1. Saccharomyces cerevisiae

En la figura nimero 7 se observa que el tratamiento de microondas a 250W sobre una
poblacion de S. cerevisiae produce una reduccién importante a los 4 minutos de tratamiento en
la cual partiendo de una poblacién inicial de 6,9.10” ufc/ml se reduce la poblacion de células
viables a una poblacién 5.10%ufc/ml. A los 2 y 3 minutos de tratamiento los efectos en la
reduccion de la poblacién no son tan marcados, mostrando poblaciones viables luego del
tratamiento de 5,3.10" ufc/ml y 1,4.10" ufc/ml respectivamente.

Los resultados sugieren una relacion con la temperatura, la cual solo cuando se superan los
50 °C podria observarse un efecto sobre la viabilidad de esta especie. La temperatura es el
factor fisico mas importante desde el punto de vista del crecimiento de las levaduras y del
avance de la fermentacion (Fleet y Heard, 1993). S. cerevisiae muestra una temperatura 6ptima
de crecimiento alrededor de los 30°C, aunque puede adaptarse a un amplio rango de
temperaturas, con un maximo de 40°C, a partir de la cual se observa una caida de la capacidad
de crecimiento y consecuentemente en su viabilidad (Watson, 1987). Los resultados obtenidos
corroboran esta afirmacion.

26



“Aplicacion de microondas para la reduccion de las poblaciones de microorganismos en mosto de uva”
Lopez Gresta, Juliana

S. cerevisiae (Log ufc/ml)

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5
Tiempo (minutos)

Figura 7: Poblaciones viables de S. cerevisiae luego de los tratamientos en microondas a 250W.

En la Figura 8 se muestra a modo de ejemplo ilustrativo el crecimiento de las colonias de S.
cerevisiae luego del tratamiento con microondas para las diluciones 10° y 10* sembradas en
superficie del medio de cultivo WL.
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Figura 8: Colonias de S. cerevisiae desarrolladas en el medio WL luego de cada tratamiento
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4.3.2. Pichia membranaefaciens

En la figura 9 se muestran los resultados obtenidos para P. membranaefasiens. Se observa
gue a partir de los 3 minutos de tratamiento se logra una reduccién de la poblacidn inicial de
1,15.108 ufc/ml a 1,7.10° ufc/ml. En el tratamiento con microondas a 4 minutos se reduce la
poblacion de P. membranaefasiens a 1.10° ufc/ml.

*—

P. membranaefaciens (Log ufc/ml)
O P N W DM U1 O N 0 ©

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5
Tiempo (minutos)

Figura 9: Poblaciones viables de P. membranaefasiens luego de los tratamientos en microondas a 250W

4.3.3. Dekkera bruxellensis

En cuanto a D. bruxellensis (figura 10) se observa que el tratamiento microondas produce
una curva de reduccién sigmoidea, donde el menor tiempo evaluado produce un leve cambio en
la poblacién inicial, mientras los tratamientos de 3 y 4 minutos producen una reducciéon marcada
y similar logrando reducir la poblacién inicial de D. bruxellensis de 2,8.10° ufc/ml a 20 y 10
ufc/ml respectivamente.
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Figura 10: Poblaciones viables de D. bruxellensis luego de los tratamientos en microondas a 250W

4.3.4. Zygosaccharomyces rouxii

En la figura 11 se muestran los resultados obtenidos para Z. rouxii. Puede observarse que
luego de 2 minutos de tratamiento comienza a reducirse la poblacién alcanzando 3,3.10° ufc/ml
a partir de una poblacion inicial de 6,8.10" ufc/ml. Luego de 3 minutos se reduce la poblacion a
2,3.10° ufc/ml y la poblacion continta disminuyendo levemente hasta 4,95.10% ufc/ml a los 4
minutos de tratamiento.

Z. rouxii (Log ufc/ml)

0 T T T T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5

Tiempo (minutos)

Figura 11: Poblaciones viables de Z. rouxii luego de los tratamientos en microondas a 250W
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4.3.5. Hanseniaspora uvarum

En la figura 12 se muestra la curva de reduccion de la viabilidad de H. uvarum con los
distintos tratamientos aplicados. Nuevamente observamos una curva sigmoidea donde los dos
tiempos superiores aplicados 3 y 4 minutos producen una reduccién de la poblacion muy
marcada y en similar magnitud, reduciendo una poblacion inicial de H.uvarum de 8,3.10° ufc/ml
a 55 y 5 ufc/ml respectivamente.

4 N\
\
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S
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Tiempo (minutos)

H. uvarum (Log ufc/ml)

Figura 12: Poblaciones viables de H. uvarum luego de los tratamientos en microondas a 250W

4.3.6. Acetobacter spp.

En la figura 13 se observa que luego de 4 minutos de tratamiento se reduce la poblacion de
Acetobacter spp partiendo de una poblacion inicial de 2,7.10° ufc/ml a 20 ufc/ml. Los dos
tiempos anteriores de tratamientos 2 y 3 minutos logran una reduccion menor y parcial de las
poblaciones de Acetobacter spp.
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Figura 13: Poblaciones viables de Acetobacter spp luego de los tratamientos en microondas a 250W

4.3.7. Lactobacillus spp.

En la figura 14 se observa que una leve disminucién de la poblacion de Lactobacillus spp. a
lo largo de todo el tratamiento. A partir de una poblacion inicial de 3,9.10" ufc/ml, luego de 4
minutos de tratamiento la poblacion final es de 6,8.10* ufc/ml.
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Figura 14: Poblaciones viables de Lactobacillus spp luego de los tratamientos en microondas a 250W

La figura 15 se muestran las colonias de Lactobacillus spp. desarrolladas en el medio MRS
luego del tratamiento con microondas a 250W para las diluciones 10™*,10%y 107,
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Figura 15: Colonias de Lactobacillus spp. desarrolladas en medio MRS luego de cada tratamiento
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4.4. Evaluacion comparada del efecto de los tratami  entos de microondas para los
diferentes microorganismos
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Figura 16: Tratamiento con microondas para cada microorganismo estudiado

La figura 16 tiene por objeto mostrar las curvas de supervivencia de los diferentes
microorganismos de manera comparada para poner en evidencia los diferentes
comportamientos ante un mismo tratamiento. De este modo observamos en general dos tipos
de curvas, la curva concava descendente (S. cerevisiae, P. membranaefaciens, Acetobacer spp
y Lactobacillus spp.) en la cual el maximo tratamiento aplicado es el que produce la maxima
reduccion de la poblacion, mientras en las curvas sigmoideas (D. bruxellensis, H. uvarum y Z.
rouxii), el tratamiento de 3 minutos ya logra la maxima reduccién manteniendo el mismo
recuento a 4 minutos de tratamiento. En general se observa que S. cerevisiae y Lactobacillus
spp. muestran mayor resistencia que el resto de los microorganismos. Se puede observar que
parte de la poblacion de los microorganismos estudiados aln sobrevive, lo que hace entonces
necesario realizar mas estudios para llegar a determinar si es posible eliminarla o0 no
completamente.

Para realizar un analisis comparado mas detallado para cada microorganismo y tiempo de
tratamiento se calcul6 la proporcién relativa de los recuentos obtenidos luego de cada
tratamiento respecto al recuento inicial, obteniendo valores que oscilan entre 0 y 1 donde 0O
significa que la poblacion se redujo completamente y 1 que la poblacién se mantuvo sin
reduccion. Para el andlisis estadistico, primero se comprobd la normalidad de los datos, los
cuales no cumplieron los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza, por lo tanto se
aplicaron test no paramétricos. Se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis para encontrar diferencias
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significativas entre los tratamientos y el test de rangos multiples para determinar diferencias
significativas entre pares. Los datos se muestran mas claramente utilizando las medias e
intervalos de confianza.

4.4.1. Efecto del tiempo en microondas para 2 minut  os de tratamiento

El test de Kruskal-Wallis prueba la hipétesis nula de que los valores de proporcion del
recuento para todos los microorganismos estudiados para el tiempo de tratamiento 2 provienen
de la misma poblacién. Ya que el valor P fue mayor o igual a 0,05, no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre los valores hallados para los diferentes grupos
(microorganismos) con un nivel de confianza del 95.0% (Ver anexo II).

Para determinar qué medias muestrales fueron significativamente diferentes, se realizé el
test de mdltiples rangos. Para el tiempo de tratamiento 2 minutos se demostré una diferencia
estadisticamente significativa entre la respuesta al tratamiento para S. cerevisiae y D.
bruxellensis-H. uvarum-Z. rouxii. Para el resto de los microorganismos no existié una diferencia
estadisticamente significativa. Este resultado indicaria que S. cerevisiae fue el microorganismo
gue mostré mayor resistencia a los 2 minutos de tratamiento y que D. bruxellensis, H. uvarum y
Z. rouxii serian las mas sensibles, mostrando reducciones en este tiempo de tratamiento (Ver
anexo Il). La figura 17 muestra de modo grafico los resultados obtenidos.
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Figura 17: Resultados para el tiempo de tratamiento 2 minutos. Se grafican medias e intervalos de
confianza (0,95). A: Acetobacter spp. B: D. bruxellensis, H: H. uvarum, L : Lactobacillus spp. P.
membranaefasiens, S : S. cerevisiae, Z : Z. rouxii

4.4.2. Efecto del tiempo en microondas para 3 minut  os de tratamiento

El test de Kruskal-Wallis para el tiempo de tratamiento 3 indicé que no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre los valores hallados para los diferentes grupos
(microorganismos) con un nivel de confianza del 95.0% (Ver anexo lll).

El test de multiples rangos para el tiempo de tratamiento 3 demostré una diferencia
estadisticamente significativa entre la respuesta al tratamiento para S. cerevisiae y D.
bruxellensis-H. uvarum-P. membranaefasiens-Z. rouxii. Para el resto de los microorganismos no
existe una diferencia estadisticamente significativa. Al igual que para el tiempo de tratamiento 2,
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se observé que S. cerevisiae es el microorganismo que mostré6 mayor resistencia a los 3
minutos de tratamiento (Ver anexo llI).

En la figura 18 se muestra la proporcién del recuento para el tiempo de tratamiento 3
respecto del recuento inicial para cada microorganismo.
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Figura 18: Resultados para el tiempo de tratamiento 3 minutos. Se grafican medias e intervalos de
confianza (0,95). A: Acetobacter spp. B: D. bruxellensis, H: H. uvarum, L : Lactobacillus spp. P: P.
membranaefasiens, S: S. cerevisiae, Z: Z. rouxii

4.4.3. Efecto del tiempo en microondas para 4 minut  os de tratamiento

El test de Kruskal-Wallis para el tiempo de tratamiento 4 indicé que no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre los valores hallados para los diferentes grupos
(microorganismos) con un nivel de confianza del 95.0% (Ver anexo V).

El test de multiples rangos para el tiempo de tratamiento 4 demostré una diferencia
estadisticamente significativa entre la respuesta al tratamiento para S. cerevisiae y el resto de
los microorganismos estudiados. También demostr6 una diferencia estadisticamente
significativa entre la respuesta al tratamiento para Lactobacillus spp. y los demas
microorganismos. Para el resto no existe diferencia significativa. A diferencia del tiempo de
tratamiento 2 y 3, se observa que S. cerevisiae junto a Lactobacillus spp. son los
microorganismos que muestran mayor resistencia a los 4 minutos de tratamiento (Ver anexo
V).

En la figura 19 se muestra la proporcién del recuento para el tiempo de tratamiento 4
respecto del recuento inicial para cada microorganismo.
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Figura 19: Resultados para el tiempo de tratamiento 4 minutos. Se grafican medias e intervalos de
confianza (0,95). A: Acetobacter spp. B: D. bruxellensis, H: H. uvarum, L : Lactobacillus spp. P: P.
membranaefasiens, S: S. cerevisiae, Z: Z. rouxii

Las diferencias en la inactivacién de los distintos grupos microbianos ante un mismo
tratamiento de microondas era un hecho esperable y es conocido que cada microorganismo
presenta una resistencia caracteristica a diferentes factores, la cual es variable dependiendo de
la cepa y el medio en el cual se encuentre. Es asi entonces que la mayor resistencia al
tratamiento que se observa durante los tiempos 2, 3 y 4 minutos para S. cerevisiae y durante el
tiempo de tratamiento 4 minutos para Lactobacillus spp. puede deberse a la mayor
termotolerancia de estas especies. Por otro lado, resulta importante destacar que el medio de
cultivo también puede influir en la supervivencia de los diferentes grupos microbianos. La
concentracion de carbohidratos puede haber afectado la sensibilidad de los microorganismos al
calor, ya que las elevadas concentraciones de hidratos de carbono presentes en el mosto
pueden asociarse con un incremento de la resistencia térmica de los microorganismos
(Velasquez y Sanchez, 2008).

Por otro lado, y en linea con nuestros resultados, estudios realizados por otros autores han
mencionado que las bacterias Gram positivas en general y los bacilos heterofermentativos
muestran mayor resistencia a las radiaciones (Suarez, 2010), y ademas la alta resistencia de
Saccharomyces a diferentes condiciones de estrés también ha sido reportada (Garcia y col.,
2015).

El uso de microondas es una tecnologia emergente en la conservacion de alimentos debido
a sus efectos antimicrobianos directos en los microorganismos o en la posibilidad de promover
la sintesis de un gran niamero de compuestos antimicrobianos. El uso de esta tecnologia es
ampliamente propuesto por estudios cientificos recientes. (Gould Grahame, 2010).

Teniendo en cuenta la cinética de la inactivacion microbiana, varias discusiones cientificas
se han centrado en los efectos no térmicos del calentamiento por microondas ademas de los
efectos mortales del calentamiento (Vadivambal y Jayas, 2010). Basicamente se han propuesto
dos enfoques para la inactivacion de microorganismos. El primero sugiere que la muerte de los
microorganismos es completamente debida al calor que causa un cambio en la naturaleza de
las proteinas, actividad anormal de las enzimas y degradacion de la membrana (Heddleson,
1994). En el segundo enfoque, se plantea la hipétesis que ademas del calor, los efectos no
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térmicos también estan involucrados en la inactivaciéon de microorganismos. Las teorias
desarrolladas para el efecto de calor incluyen el calentamiento selectivo (calentamiento efectivo
de microorganismos por radiacion de microondas), electropermeabilizaciéon (fugas debidas a la
creacion de poros en la membrana celular de los microorganismos), destruccion de la
membrana celular y lisis celular bacteriana (debido a la interaccion del campo y moléculas
vitales) (Kozempel y col., 1998). Sin embargo, en la mayoria de las investigaciones, la
erradicacion de los microorganismos por microondas se ha relacionado con efectos térmicos
(Cafiumir y col., 2002).

Estudios previos han mostrado que la dosis de microondas utilizada puede tener efectos
muy diferentes sobre los microorganismos. Zeng y colaboradores (2014) evaluaron los efectos
de la dosis y el tiempo de irradiacion de microondas sobre el crecimiento y la permeabilidad de
la membrana celular de la levadura Brettanomyces custersii cepa ZSM-001, aislada de pasta de
arroz fermentada espontdneamente. Cuando se traté a una dosis de microondas de 1,0 a 1,6
W/g durante 90s o en la dosis mayor de 1,6 W/g durante 120s, el crecimiento de la levadura se
vio favorecido y las células de levadura mostraron membranas casi intactas con superficies
lisas. Mientras tanto, el ADN, las proteinas y las fugas de electrolitos, asi como la fluidez de H*
y Ca*? aumentaron en comparacion con el control que no fue tratado dentro de este intervalo de
evaluacion que demostré tener efectos reversibles. Por el contrario, a una dosis de microondas
por encima de 2,0 W/g o una duracion de mas de 160s, la tasa de crecimiento de la levadura
disminuyd, y las células se colapsaron y se electro-permeabilizaron mostrando superficies
rugosas. Por lo tanto, las microondas aplicadas en baja intensidad (dosis de 1,6 W/g o duracion
de 120s) favorecieron el crecimiento de la levadura e indujeron un aumento reparable en la
permeabilidad de la membrana celular sin dafio celular. Las microondas de alta intensidad
dieron lugar a la muerte de la célula de la levadura principalmente debido a un aumento
irreversible del electrolito Ca*? y de la fuga de ADN. En nuestro estudio una dosis de 2,5 W/ml
fue aplicada sobre las levaduras y bacterias ensayadas, lo0 que estaria en concordancia con los
resultados previos donde dosis mayores a 2 W/g resultan letales para las levaduras si son
aplicadas por mas de 3 minutos (180 segundos).

Estudios realizados en vinos, demostraron que el tratamiento con microondas fue capaz de
destruir microorganismos nativos peligrosos para la calidad del vino, los cuales actualmente se
controlan con la adicién de SO, (Clodoveo y col., 2016). Carew y colaboradores (2013a)
reportaron un efecto similar a una pasteurizacion cuando las microondas fueron aplicadas en la
molienda de uva. El efecto antimicrobiano las microondas también se ha demostrado para
sanitizar barricas de roble; en efecto Gonzalez-Arenzana y colaboradores (2013) propusieron
una tecnologia de microondas basada en el uso de un nuevo equipamiento que aprovecha altas
frecuencias de microondas para reducir poblacion microbiana en barricas de roble y observaron
una reduccion del 36-38% para el total de levaduras (35 a 67% para Brettanomyces) y
alrededor de 91-100% para bacterias lacticas y acéticas usando un tratamiento muy corto (3
min).
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Los resultados obtenidos demuestran la factibilidad y eficiencia del uso de microondas para
la reduccion de poblaciones microbianas en mostos de uva. Para algunos grupos microbianos
mas resistentes, se plantea la necesidad de evaluar el efecto del uso de una potencia de mayor
intensidad o un mayor tiempo de exposicion para lograr reducciones mayores.

Por otro lado, y a pesar de que aspectos como extracciébn de aromas y polifenoles, no
fueron evaluados en el presente trabajo, los aspectos positivos de un leve calentamiento de los
mostos para favorecer la extraccion de estos compuestos han sido demostrados, incluso con el
uso de microondas (Carew y col., 2014).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo son promisorios ya que demuestran que el
microondas puede ser utilizado como estrategia para lograr una reduccion de las poblaciones
microbianas nativas, permitiendo una reduccion en el uso del SO2, el cual podria ser utilizado
en dosis menores para obtener aquellos beneficios como evitar la oxidacion y otros que fueron
mencionados anteriormente, pero respetando los niveles recomendados y reduciendo los
efectos negativos de las elevadas dosis.

La utilizacion de microondas presenta ventajas, ya que es un método rapido y fiable, basado
en la utilizaciéon de un generador de pulsos de alta frecuencia. Es un proceso eco-eficiente a
nivel energético, ya que necesita poca energia y el empleo de agua es muy bajo comparado
con otras alternativas tecnologicas. Por otro lado, el uso de microondas no genera vertidos
contaminantes ni utiliza productos quimicos, por lo que es muy sostenible frente a la huella de
carbono y el cuidado por el medio ambiente.
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5. CONCLUSIONES

La reducciéon de las poblaciones microbianas de mostos de uva mediante tratamiento con
microondas dependié del microorganismo que se trata.

S. cerevisiae y Lactobacillus spp. fueron los microorganismos que mostraron mayor
resistencia al tratamiento de microondas aplicado a una potencia de 2,5 W/g aun en el mayor
tiempo de exposicion evaluado (4 minutos).

D. bruxellensis y H. uvarum, fueron los microorganismos mas sensibles alcanzando la
maxima reduccién de sus poblaciones a un menor tiempo de exposicion (3 minutos) con una
dosis de microondas de 2,5 W/g.

Los resultados obtenidos demuestran la factibilidad y eficiencia del uso de microondas para
la reduccion de poblaciones microbianas en mostos de uva.
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ANEXO |

Formulacion de medios de

Todos los medios de cultivos fueron esterilizados en autoclave a 120°C durante 15 minutos.

Medio de cultivo YPD

Lopez Gresta, Juliana

cultivo

Componentes Cantidad para 1L
Extracto de levadura 5,0 gr
Peptona 50qgr
Glucosa 40,0 gr
Agar 20,0 gr
Medio de cultivo MRS
Componentes Cantidad para 1L
Agar MRS 62,0 gr
Jugo de tomate (acido pantoténico) 150,0 ml
Pimaricina 1,0 gr

Antes de autoclavar, ajustar con HCl a pH 4,5

Medio BRETT

Componentes Cantidad para 1L

Extracto de levadura 10,0 gr

Glucosa 10,0 gr

Agar 15,0 gr

Cloranfenicol 0,50 gr

Cicloheximida 0,050 gr

Acido p-cumarico 0,40 gr

Etanol 96% (después de autoclave) 62,50 ml

Antes de autoclavar, ajustar con HCl a pH 4,7-5

MEDIO CARR
Componentes Cantidad para 1L
Extracto de levadura 5,0 gr
Agar 20,0 gr
Verde bromocresoal (4,4%) 0,50 ml
Pimaricina 109g/L
Etanol 96% (después de autoclave) 20,0 mi

Antes de autoclavar, ajustar con HCl a pH 4,8-5,5

MEDIO WL
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Componentes Cantidad para 1L
Agar WL 75,0 gr
Cloranfenicol 50 pg/ml (después de
1,0 ml
autoclave)

ANEXO Il
Test de Kruskal-Wallis para el tiempo de tratamient 02

Tpo 2 Tamafio muestra Promedio

A 2 9.5
B 2 3.5
H 2 6.5
L 2 9.5
P 2 9.5
S 2 12.5
z 2 15

Test estadistico = 10.2857 P-Valor =0.11312

Test de multiples rangos para el tiempo de tratamie  nto 2

Método: 95% LSD

Tpo2 Casos Media Grupos homogéneos
Z 2 0.0494997 X

B 2 0.0762584 X

H 2 0.226455 X

A 2 0.449109 XX

P 2 0.475406 XX
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L 2 0.484978 XX

S 2 0.768513 X

Contraste Diferencia +/- Limites
A-B 0.372851 0.457703

A-H 0.222654 0.457703
A-L -0.0358694 0.457703

A-P -0.0262975 0.457703
A-S -0.319404 0.457703
A-Z 0.399609 0.457703
B-H -0.150197 0.457703
B-L -0.40872 0.457703
B-P -0.399148 0.457703
B-S *-0.692254 0.457703

B-Z 0.0267587 0.457703

H-L -0.258523 0.457703
H-P -0.248951 0.457703
H-S *-0.542057 0.457703

H-Z 0.176956 0.457703
L-P 0.00957197 0.457703

L-S -0.283534 0.457703
L-Z 0.435479 0.457703
P-S -0.293106 0.457703
P-Z 0.425907 0.457703
S-Z *0.719013 0.457703

* indica diferencia estadisticamente significativa.
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ANEXO 1l
Test de Kruskal-Wallis para el tiempo de tratamient 0 3

Tpo 3 Tamafio muestra Promedio

A 2 10.5
B 2 15
H 2 4.5
L 2 10.5
P 2 8.0
S 2 13.0
Z 2 4.5

Test estadistico = 11.7143 P-Valor = 0.0686549

Test de multiples rangos para el tiempo de tratamie  nto 3

Método: 95% LSD

Tpo 3 Casos Media Grupos homogéneos

B 2 0.00000467929 X

z 2 0.0000332504 X

H 2 0.0000568321 X

P 2 0.0164984 X

L 2 0.10933 XX

A 2 0.109963 XX

S 2 0.205079 X

Contraste Diferencia +/- Limites
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A-B 0.109959 0.141901
A-H 0.109907 0.141901
A-L 0.000633176 0.141901
A-P 0.0934651 0.141901
A-S -0.0951157 0.141901
A-Z 0.10993 0.141901
B-H -0.0000521528 0.141901
B-L -0.109326 0.141901
B-P -0.0164937 0.141901
B-S *-0.205074 0.141901
B-Z -0.0000285712  0.141901
H-L -0.109273 0.141901
H-P -0.0164415 0.141901
H-S *-0.205022 0.141901
H-Z 0.0000235817  0.141901
L-P 0.0928319 0.141901
L-S -0.0957488 0.141901
L-Z 0.109297 0.141901
P-S *-0.188581 0.141901
P-Z 0.0164651 0.141901
S-Z *0.205046 0.141901

* indica diferencia estadisticamente significativa.
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ANEXO IV
Test de Kruskal-Wallis para el tiempo de tratamient 04

Tpo 4 Tamafio muestra Promedio

A 2 6.5
B 2 15
H 2 8.0
L 2 135
P 2 6.5
S 2 115
Z 2 5.0

Test estadistico = 11.0286 P-Valor = 0.0874975

Test de multiples rangos para el tiempo de tratamie  nto 4

Método: 95% LSD

Tpo4 Casos Media Grupos homogéneos

B 2 0.0000023208 X

z 2 0.00000734194 X

P 2 0.00000905671 X

A 2 0.0000098136 X

H 2 0.0000127145 X

S 2 0.00110723 X

L 2 0.0017912 X

Contraste Diferencia +/- Limites

52



“Aplicacion de microondas para la reduccion de las poblaciones de microorganismos en mosto de uva”
Lopez Gresta, Juliana

A-B 0.0000074928 0.000601833
A-H -0.00000290086  0.000601833
A-L *-0.00178138 0.000601833
A-P 7.5689E-7 0.000601833
A-S *-0.00109741 0.000601833
A-Z 0.00000247166 0.000601833
B-H -0.0000103937 0.000601833
B-L *-0.00178887 0.000601833
B-P -0.00000673591  0.000601833
B-S *-0.00110491 0.000601833
B-Z -0.00000502114 0.000601833
H-L *-0.00177848 0.000601833
H-P 0.00000365775 0.000601833
H-S *-0.00109451 0.000601833
H-Z 0.00000537252 0.000601833
L-P *0.00178214 0.000601833
L-S *0.000683968 0.000601833
L-Z *0.00178385 0.000601833
P-S *-0.00109817 0.000601833
P-Z 0.00000171477 0.000601833
S-Z *0.00109989 0.000601833

* indica diferencia estadisticamente significativa.
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