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Uso de levaduras Saccharomyces y no-Saccharomyces y su influencia en el perfil aromatico durante la vinificacion.

Resumen

Durante los ultimos afos la creciente demanda de vinos “diferentes” esta obligando al
sector vitivinicola a utilizar diferentes estrategias para conseguir esa tipicidad que tanto
se ha ido perdiendo. Los llamados vinos varietales o de caracteristicas propias son los
encargados de ocupar esa parte del mercado, destinados a aquellos que estan
cansados de vinos con caracteristicas muy similares entre las distintas denominaciones.

Esta problematica se ha producido, entre otras cosas, por la utilizacion reiterada de
cultivos y productos enoldgicos comerciales, para asegurar el fin de fermentacion.

En este caso, se estudiara la influencia de cultivos mixtos sobre los diferentes aromas
durante la vinificacion de un vino blanco de la variedad Verdejo, mas concretamente, se
utilizara Torulaspora delbrueckii y Saccharomyces cerevisiae mediante inoculacion
secuencial y coinoculacion.

Abstract

During the last years the increasing demand of different wines is forcing to the
winegrowing industry to use different strategies to achieve this tipicity that so much has
been losing. The called varietal wines or of own characteristics are the attendants to
occupy this part of the market, allocated to those that are tired of wines with very similar
characteristics between the distinct denominations.

This problematic has been produced, among other things, by the repeated use of
cultures and comercial enological products, to ensure the end of fermentation.

In this case, it will be studied the influence of mixed cultures on the different aromas
during the vinification of a Verdejo white wine, more specifically, it will be used
Torulaspora delbrueckii and Saccharomyces cerevisiae by means of sequential
inoculation and simultaneous inoculation.
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Uso de levaduras Saccharomyces y no-Saccharomyces y su influencia en el perfil aromatico durante la vinificacion.

1. Introduccidén

El vino es una solucion hidroalcohdlica elaborado por fermentacion de mosto de uva en
la que estan implicadas levaduras y bacterias lacticas, siendo las levaduras las
principales responsables de la fermentacion alcohdlica (P. Liu et al., 2016). A lo largo
del proceso fermentativo son muchas las especies de levaduras que se van sucediendo;
las no-Saccharomyces son las predominantes al comienzo de la fermentacion (Fleet,
1990) y con el paso de los dias, las levaduras alcoholigenas como Saccharomyces
cerevisiae se van imponiendo debido a la concentracion creciente de etanol.

Originalmente, el deterioro de los vinos ha sido producido por contaminaciones de
levaduras no-Saccharomyces (Fleet, 2006), la mayoria de ellas de metabolismo
oxidativo, debido a esto, el uso de levaduras no-Saccharomyces sigue siendo motivo de
preocupacion o de inseguridad en las bodegas de hoy en dia. Sin embargo, durante
estos ultimos afios se ha demostrado que el uso de levaduras no-Saccharomyces
mejora la complejidad del vino por su metabolismo heterogéneo (Belda et al., 2016a)
mejorando parametros cualitativos cuando los comparamos con una fermentacion
exclusivamente con S. cerevisiae; por lo que el uso de estas levaduras durante la
fermentacion se ha revaluado. Con estas nuevas caracteristicas se trataran de resolver
los actuales desafios enoldgicos.

Las demandas del mercado y este clima cambiante han provocado que muchos autores
investiguen sobre nuevas herramientas biotecnoldgicas que sean capaces de adaptarse
a las nuevas condiciones. Las altas temperaturas producidas por el cambio climatico
han traido consigo la elaboracion de vinos con grados alcohdlicos lo suficientemente
elevados como para ser rechazados por parte del consumidor; este tipo de grados
pueden producir problemas durante el desarrollo fermentativo, bien por las paradas de
fermentacion o por el efecto toxico causado en las levaduras (Ubeda et al., 2020). Otro
factor que puede verse afectado por la variacion de las condiciones ambientales es la
pérdida de acidez de las bayas por combustién de los acidos organicos, provocando un
aumento en el pH de los vinos y, por tanto, un medio mas favorable para el desarrollo
de sustancias toxicas, como pueden ser las aminas bidgenas; cuyo contenido tiene
limites legales en algunos paises de cara a la exportacion.

Toda esta problematica ha traido consigo, el uso de este tipo de estrategias en las
bodegas con el objetivo de diferenciarse a nivel comercial, bien mediante la elaboracion
de vinos con elevadas concentraciones de aromas tidlicos y ésteres (Belda et al., 2017;
Renault et al., 2015) o mediante la disminucion de alguno de los metabolitos que afectan
a la calidad del vino final.

Recientes estudios han revelado que las levaduras no-Saccharomyces pueden reducir
el grado alcohdlico (Furlani et al., 2017) ya que son capaces de consumir azucares por
via respiratoria (efecto Crabtree negativo), la acidez volatil (Renault et al., 2009; Bely et
al., 2008), asi como incrementar el contenido en glicerina (Soden et al., 2000) e influir
en el perfil aromatico de los vinos mediante su alto potencial enzimatico (Belda et al.,
2017).

Como las levaduras no-Saccharomyces en su mayoria, son esencialmente aerdbicas,
con baja capacidad fermentativa (Ciani et al., 2006) y debido a que, presentan una
menor tolerancia a la baja disponibilidad de oxigeno en comparacion con S. cerevisiae
(Hansen et al., 2001), se utilizaran en cultivos mixtos mediante coinoculacién o
inoculacion secuencial, para intentar solventar estas dificultades, tratar de corregir

ciertos defectos en vino (Bely et al., 2008) y asegurar el fin de fermentacion. La
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Uso de levaduras Saccharomyces y no-Saccharomyces y su influencia en el perfil aromatico durante la vinificacion.

inoculacion secuencial requiere la inoculacion de la cepa de levadura no-
Saccharomyces y a los 2-3 dias, la inoculacion de S. cerevisiae. Sin embargo, la
coinoculacién requiere la inoculacién simultanea de ambas levaduras. La posible
interaccion sinérgica entre distintas especies de levadura podria abrir nuevos caminos
en la biotecnologia.

Segun estudios recientes, las fermentaciones secuenciales ofrecen mas ventajas que la
coinoculacién, debido a que el potencial enolégico de las levaduras no-Saccharomyces
se prolonga durante mas tiempo al no tener los posibles efectos inhibitorios de las
levaduras del género Saccharomyces durante los primeros dias de fermentacion
alcohdlica (Benito, 2018). Asimismo, el estudio de Soden et al. (2000) comprueba que
los valores analiticos en una coinoculacion no varian mucho de los obtenidos en un
monocultivo de S. cerevisiae, sin embargo, en una inoculacién secuencial disminuyen
significativamente los valores de acidez volatil, pH y acetaldehido, aumentando la acidez
total y el glicerol en cantidades superiores a cualquiera de los ensayos realizados.

Otros estudios recientes también defienden estas afirmaciones, Belda et al. (2014)
demuestra como el contenido en glicerol es superior en las inoculaciones secuenciales
que, en cualquiera de los otros ensayos realizados, tanto en inoculaciones simultaneas
como en cultivos puros de S. cerevisiae, ademas, comprueba como el grado alcohdlico
final es menor en este tipo de estrategias. Dicha disminucion depende de la mayor
presencia de Torulaspora delbrueckii y, segun afirma, es precisamente en este tipo de
estrategia cuando mas tiempo permanece durante la fermentacion.

Hay discursos contradictorios entre autores sobre los aromas que realmente se
potencian y los que disminuyen; segun Renault et al. (2015) la inoculacién simultanea
entre T. delbrueckiiy S. cerevisiae produce mayor contenido en ésteres que realizando
una inoculacion secuencial, ya que el crecimiento de T. delbrueckii durante la
fermentacion en un cultivo mixto es muy similar a uno puro de S. cerevisiae; sin
embargo, segun Hu et al. (2017) la inoculacion secuencial de no-Saccharomyces 'y S.
cerevisiae produjo mas ésteres etilicos de acidos grasos de cadena media que durante
la inoculacion simultanea.

Los vinos elaborados con la variedad Verdejo ofrecen una composicién aromatica con
aromas y sabores a frutas tropicales, fruto de la accidon conjunta de muchos compuestos
volatiles. Algunos autores manifiestan en sus trabajos, la presencia de una cantidad
considerable de ésteres, identificados en vinos elaborados con esta variedad, asi como
cantidades significativas de terpenos, dando a esta variedad unas caracteristicas
aromaticas similares a las que podemos encontrar en variedades del centro de Europa
(Herraiz et al., 1991).

El perfil aromatico no solo va a depender de las levaduras presentes durante la
fermentacion, sino también de la propia composicion del medio de partida, de las
operaciones prefermentativas (Maggu et al., 2007) y de las temperaturas de
fermentacion (Howell et al., 2004). Aunque la calidad aromatica del vino depende de la
cantidad de compuestos presentes en la propia uva, algunos de estos compuestos se
van a formar a lo largo del proceso fermentativo, donde las levaduras van a jugar un
papel muy importante (Schreier et al., 1979).

Jorge Mateo Ortega
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID, CAMPUS DE PALENCIA
Grado en Enologia
5/38



Uso de levaduras Saccharomyces y no-Saccharomyces y su influencia en el perfil aromatico durante la vinificacion.

2. Antecedentes

Estudios recientes han puesto de manifiesto, el potencial que algunas levaduras no-
Saccharomyces presentan para resolver algunas de las dificultades a las que se
enfrenta la enologia moderna. Asimismo, Benito (2018) analiza la influencia de T.
delbrueckii durante la fermentacion alcohdlica en factores como el etanol, acetaldehido,
acido acetico, acido malico, acido succinico, manoproteinas y polisacaridos, glicerol y
compuestos volatiles producidos. La mejora de la calidad del vino esta condicionada al
empleo de determinadas cepas de T. delbrueckii que deben ser combinadas con cepas
compatibles de S. cerevisiae debido a su baja capacidad fermentativa.

Son multiples los autores cuyo objeto de estudio se ha centrado en la interaccion entre
T. delbrueckii y S. cerevisiae en cultivos puros, mixtos e inoculaciones secuenciales,
analizando la influencia sobre parametros fisico-quimicos de interés, asi como su
influencia en el perfil aromatico (Azzolini et al., 2014; Bely et al., 2008; Renault et al.,
2015; Loira et al., 2015). Azzolini et al. (2014) confirmd en su estudio la influencia de T.
delbrueckiiy S. cerevisiae en parametros como el etanol al disminuir su produccion, asi
como en el acido acético, y sugiere que la consecuencia de tal disminucion puede ser
muy importante en la elaboracion de vinos dulces. Esta hipotesis ya fue planteada por
Bely et al. (2008), demostrando en su trabajo que el uso de cultivos mixtos puede
resolver el problema de exceso de acidez volatil en vinos con altas concentraciones de
azucar.

Atendiendo a lo expuesto por Belda et al. (2017), donde confirmé reducciones
significativas de etanol e incrementos de glicerol en fermentaciones secuenciales con
Verdejo, se ha realizado una comparativa del grado alcohdlico y del contenido en
glicerina entre las diferentes estrategias, teniendo en cuenta los cultivos utilizados. Una
disminucion en el grado alcohodlico mejoraria la aceptacion del consumidor en el vino
final y lograria vencer uno de los principales problemas del cambio climatico; un
incremento en el contenido en glicerol aumentara la sensacion de redondez en boca.

Por otro lado, los acidos estan involucrados en la formacion de ésteres durante la
fermentacion y el envejecimiento (Loira et al., 2015), siendo responsables del perfil
afrutado y de la calidad sensorial del vino, por lo que el pH y la acidez total son factores
importantes a comparar en nuestro ensayo. Asimismo, Bely et al. (2008) puso de
manifiesto, una menor producciéon de acidez volatii en sus ensayos utilizando
fermentaciones mixtas y secuenciales, por lo que se ha realizado una comparativa de la
acidez volatil entre los diferentes cultivos, ya que es un factor de calidad a tener en
cuenta en el resultado final.

Cantidades elevadas de acetaldehido se suelen relacionar con desviaciones
aromaticas, por lo que parece légico comparar los niveles producidos en cada
vinificaciéon. El trabajo publicado por S. Liu et al. (2018) determind disminuciones
significativas en los niveles de acetaldehido en fermentaciones simultaneas y
secuenciales.

Por el contrario, Renault et al. (2015) utiliza los cultivos mixtos como estrategia para
incrementar los aromas frutales, mas concretamente, ésteres minoritarios como el
propanoato de etilo, isobutanoato de etilo y el dihidrocinamato de etilo. Benito (2018),
también manifestd en su trabajo, que determinadas cepas de T. delbrueckii destacan
por su alta actividad B-liasa, traduciéndose en un incremento de los tioles volatiles
durante la fermentacién de variedades como Verdejo.
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Es sabido por otros estudios realizados, que la variedad Verdejo produce un aumento
notable de compuestos como el acetato de 2-feniletilo y de su precursor el 2-fenil-etanol,
determinando que la principal contribucion de T. delbrueckii al perfil aromatico de estos
vinos son los aromas tidlicos varietales (Belda et al., 2017). Este mismo trabajo pone de
manifiesto la baja produccion de alcoholes superiores, el incremento en la produccion
global de ésteres y la mejora en la produccion de tioles volatiles, tales como el 3-
sulfanilhexan-1-ol (3-SH) y el 4-metil-4-sulfanilpentan-2-ona (4-MSP), debido a que
determinadas cepas de T. delbrueckii son capaces de asimilar los precursores de
aromas tiolicos unidos a la cisteina. Otro estudio realizado anteriormente, comprobé la
alta actividad B-liasa de T. delbrueckii y, por tanto, mayor capacidad para liberar tioles
volatiles (Belda et al., 2016b).

Sin embargo, T. delbrueckii no produce B-glucosidasa (Rosi et al., 1994), debido a que
esta se encuentra inhibida por concentraciones de glucosa superiores al 1% (Bayonove
et al., 1984) y, curiosamente, esta levadura actua al comienzo de la fermentacion, es
decir, cuando mas glucosa hay en el medio, por lo que la produccion de terpenos sera
limitada. El uso de diferentes cepas de S. cerevisiae como estrategia para aumentar la
actividad de la B-glucosidasa y compensar la baja actividad de T. delbrueckii, ha sido
refutada por los estudios realizados por Mateo et al. (1997), donde comprueban el efecto
inhibitorio de la glucosa y del etanol sobre dicha actividad.
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3. Justificacidon y objetivos

El objetivo principal de este estudio es determinar la influencia de T. delbrueckii y S.
cerevisiae sobre las caracteristicas organolépticas de un vino blanco de la variedad
Verdejo, mediante la modulaciéon de parametros fisico-quimicos del vino o de cambios
en el perfil aromatico.

Para ello se realizara la fermentacion mediante coinoculacion e inoculaciéon secuencial
de T. delbrueckii comercial con gran actividad B-liasa para intensificar los aromas
varietales, con dos cepas diferentes de S. cerevisiae y se analizara la composicién
aromatica de los vinos terminados y tras un afio de crianza en botella. Asimismo, se
estudiaran posibles cambios en diferentes parametros fisico-quimicos de interés
enologico.

Se proponen, por tanto, los siguientes objetivos especificos:

- Estudiar las cinéticas fermentativas evaluando el efecto del uso de cultivos
mixtos y del uso de diferentes cepas S. cerevisiae.

- Determinar la influencia de los cultivos mixtos en parametros fisico-quimicos de
interés.

- Comparar la composiciéon aromatica de los vinos elaborados mediante
inoculacion secuencial o simultanea y los sometidos a un afio de envejecimiento
en botella.
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4. Materiales y métodos
4 1. Proceso de vinificacion

Se recogié uva de la variedad Verdejo, procedente de una finca localizada en los
alrededores del municipio de Toro; dicha uva fue sometida a un proceso de vinificacion
tradicional, fue despalillada, estrujada y prensada con una prensa neumatica horizontal,
se aplico unicamente 1 ciclo de prensado a 1,5 bares, ya que un mayor rendimiento
supondria la extraccién de aromas vegetales.

Tabla 1. Analitica del mosto inicial. Fuente propia

Mosto
Grado Brix (°Brix) 22,2+0,0
GAP (vol.%) 12,9 £0,0
Temperatura (°C) 20,0+£0,0
Densidad (g cm™3) 1099 + 0
Acidez total (g "' TH2) 6,7 +0,1
pH 3,11 +£0,00

Los resultados representan la media de triplicados + desviacion estandar (SD).
TH2= Acido tartarico; GAP= Grado alcohdlico probable.

Al mosto resultante se le hizo una analitica inicial (tabla 1). Se corrigieron los niveles de
sulfuroso para evitar el comienzo repentino de la fermentacion, a una dosis de 30 mg/I
de sulfuroso libre.

El mosto fue repartido en depdsitos de 50 | a razédn de 20 litros por depdsito. Al comienzo
de la fermentacion alcohdlica (FA) se adiciond el mismo nutriente comercial 100%
organico en todos los ensayos, a una dosis de 50g/HI, el cual potencia las caracteristicas
aromaticas de variedades especificas como Verdejo. Dicho nutriente esta compuesto
por levaduras autolisadas ricas en vitaminas, aminoacidos y minerales.

Como control, se realizé6 una fermentacion espontanea sin adicion de ningun tipo de
nutriente. Todos los ensayos se realizaron por duplicado.

A cada ensayo se le inocularon las levaduras comerciales segun se describe a
continuacion:

Protocolo para coinoculacion:

A. Inoculacién con T. delbrueckii (dosis 20g/HI), simultaneamente con S. cerevisiae
(dosis 20g/HI) recomendada para vino blanco (S. cerevisiae 1) para la liberacién
de tioles volatiles y expresion de aromas fermentativos de perfil floral.

B. Inoculacion con T. delbrueckii (dosis 20g/HI) simultaneamente con S. cerevisiae
(dosis 20g/HI) recomendada para vino tinto (S. cerevisiae 2) para potenciar la
estructura de los vinos debido a la gran produccion de glicerol, disminuyendo,
por tanto, el rendimiento alcohdlico.
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Protocolo para inoculaciéon secuencial:

C. Inoculacion con T. delbrueckii, (dosis 20g/HI). Inoculaciéon de S. cerevisiae (S.
cerevisiae 1) especifica para vinos blancos (dosis 20g/HI) tras una disminucion
de densidad de 10 puntos.

D. Inoculacién con T. delbrueckii (dosis 20g/HI) utilizada anteriormente. Cuando
comprobemos una bajada de densidad de 10 puntos inocular S. cerevisiae (dosis
20g/HI) recomendada para vinos tintos (S. cerevisiae 2).

Tabla 2. Designacidn de las vinificaciones durante el proceso de elaboracién. Fuente propia

Designacién Proceso de elaboracién
C.1(C1.1/CA.2) Protocolo coinoculacion A
C.2(C.21/C.2.2) Protocolo coinoculacion B
S$.1(S.1.1/8.1.2) Protocolo secuencial C
S.2(S.2.1/8S.2.2) Protocolo secuencial D

C.1.12(C.1.1.12/C.1.2.12) Protocolo coinoculacion A. Crianza 12 meses
C.2.12 (C.2.1.12/C.2.2.12) Protocolo coinoculacion B. Crianza 12 meses
$.1.12 (S.1.1.12/8.1.2.12) Protocolo secuencial C. Crianza 12 meses
S$.2.12 (S.2.1.12/8S.2.2.12) Protocolo secuencial D. Crianza 12 meses
Control (Ctrl1 / Ctrl2) Fermentacion espontanea, vino control

4.2. Seguimiento del proceso fermentativo

Se llevd a cabo el andlisis de la cinética fermentativa, controlando densidad y
temperatura durante toda la fermentacion.

El fin de fermentacion se determiné analizando los azlcares residuales; una vez
finalizada, los vinos fueron trasegados y sulfitados hasta llevarlos a 15 mg/l de sulfuroso
libre. Se guardaron muestras de los vinos recién terminados congeladas para el analisis
de aromas, el resto fue embotellado para someterlo a un afio de crianza en botella y
realizar la comparacion aromatica expuesta en el apartado de justificacion y objetivos
(apartado 3).

4.2.1. Densidad y temperatura

La densidad relativa se determind mediante el uso de un aerémetro que cumplia todos
los requisitos generales recogidos en la norma UNE-EN ISO/IEC 17025:2017, por la que
se garantiza la competencia de los laboratorios y ensayos de calibracion. La medida de
la densidad se refirio a 20°C.

La medicion de la temperatura se llevd a cabo mediante el uso de termémetros de
mercurio graduados, con una precision de 0,5°C.

4.3. Analisis fisico-quimico

Todas las mediciones han sido realizadas por duplicado, intentando minimizar al
maximo los errores experimentales. Los valores finales se expresan como la media
aritmética de las medidas y su desviacion estandar.
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4.3.1. Grado alcohdlico probable

El grado alcohdlico probable se determind por el método refractométrico, método
indirecto con el que se determina la concentracion de azucares mediante el indice de
refraccion. Los resultados se expresan como grado alcohdlico probable % vol.

4.3.2. Acidez total y pH

El pH y la acidez total se determinaron basandonos en la norma UNE-EN ISO/IEC
17025:2017, utilizando un pH-metro Crison; la acidez se determind utilizando el método
potenciométrico. Segun el reglamento (CEE) N° 2676/90 por el que se determinan los
métodos de analisis comunitarios aplicables en el sector del vino, la acidez total es la
suma de todas las acideces valorables cuando se lleva al vino a pH 7 mediante la adicion
de una solucion alcalina valorada, no incluyendo el acido carbdnico y el anhidrido
sulfuroso. Los resultados se expresan en g/l de acido tartarico.

4.3.3. Acidez volatil

Para su determinacion se utilizé el método de Garcia Tena, método empirico basado en
la separacion del acido acético por destilacién simple y posterior valoracion de la parte
destilada con una solucion alcalina (NaOH 0,01N) de factor conocido.

Para ello se utilizé un volatimetro GAP SYSTEM bajo la norma UNE-EN ISO/IEC
17025:2017. Los resultados se expresan en g/l de acido acético.

4.3.4. Anhidrido sulfuroso libre y total

La determinacion del anhidrido sulfuroso se realizé por el método de Ripper (OIV-MA-
AS323-04B); este método mide el potencial redox al oxidarse todo el sulfuroso, se
realiza una iodimetria. El iodo es el encargado de oxidar todo el diéxido de azufre en
medio acido, por lo que su concentracion estara directamente relacionada con la
cantidad de iodo gastado en su oxidacion. Los resultados se expresan en mg/l de
sulfuroso libre o total.

4.3.5. Azlcares reductores

Los azucares reductores fueron determinados mediante el método de Rebelein (Del
Alamo Sanza, 2002). Este método se basa en la oxidacién de los azucares residuales
utilizando una solucidon de cobre divalente, a temperatura de ebullicion y en medio
alcalino. Se determinan por iodimetria después de adicionar yoduro potasico (Kl) y
acidular. Los resultados se expresan en g/l de azucares residuales.

4 .3.6. Grado alcohdlico

Se determind mediante una ebullometria. Se utilizd un ebulldmetro GAB SYSTEM,
siguiendo la norma UNE-EN ISO/IEC 17025:2017. Este método aprovecha las
diferencias que existen entre el punto de ebullicion del agua y el punto de ebullicion del
alcohol. Los resultados se expresan en %vol.

4.3.7. Glicerol y acetaldehido

Los valores correspondientes al glicerol y al acetaldehido han sido obtenidos de una
empresa externa, ya que este trabajo se engloba dentro de un proyecto mas amplio.
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4.4. Analisis microbiologico

La estimacion del contenido microbiano presente en los ensayos sometidos a 1 afio de
crianza en botella, se realizd mediante siembra en medio de cultivo para levaduras
(YEPD). El medio ha sido preparado utilizando un 2% (p/v) de peptona (Panreac), 2%
(p/v) de glucosa (Labkem), 1% (p/v) de extracto de levadura (Labkem) y un 1,5% (p/v)
de agar (BD BactoTMAgar). Antes de su utilizacion, el medio de cultivo fue esterilizado
en autoclave durante 15 minutos, a una temperatura de 121°C.

Para determinar la poblacion microbiana, se realizaron siembras en masa
correspondientes a diluciones de cada botella de crianza y por duplicado, en placas de
Petri estériles. Todo el material se encontraba previamente autoclavado y el trabajo se
realizé siempre dentro de la cabina de flujo para mantener un ambiente aséptico. Las
siembras se incubaron a 21,0 £ 0,1 °C durante 72 horas.

4.5. Aromas

Todas las muestras recogidas correspondientes a los ensayos fueron enviadas al
Laboratorio de Técnicas Instrumentales (LTI) de la Universidad de Valladolid (UVa) con
el objetivo de identificar los aromas presentes en todas las muestras recogidas.

Las muestras se enviaron en tubos conicos Falcon de 50 ml, correspondientes a los
vinos terminados y a los sometidos a envejecimiento en botella.

Dichas muestras fueron sometidas a microextraccion en fase solida (SPME); extrayendo
los volatiles mediante la exposicion de la fase solida inmovilizada sobre una fibra (SPME
Fiber Assembly 50/30um DVB/CAR/PDMS Stableflex 2cm) en el espacio de cabeza del
vial (HS-SPME), durante 30 min, a 250 rpm y a una temperatura de 40°C. Una vez
alcanzado el equilibrio, los compuestos adsorbidos se desorbieron térmicamente en el
inyector de un cromatografo de gases (GC); la muestra se incorporé en la corriente del
gas portador dirigiéndolo a la columna cromatografica, utilizando un modo de inyeccién
splitless o sin reparto, donde toda la muestra es inyectada en la columna capilar HP-
INNOWAX (60 m, 0.250 mm, 0.5 pym), (J &W Scientific, Folsom, CA, USA).

Por ultimo, con la ayuda de un espectrometro de masas (MS), los compuestos volatiles
de todas las muestras fueron identificados. Esta identificacion se realizé con el programa
de MassHunter (Agilent Technologies).

4 6. Tratamiento estadistico de datos

Para el tratamiento estadistico de los datos se realizé un analisis de varianza (ANOVA)
mediante el programa Statgraphics Centurion 18-X64. EI ANOVA nos permitira
determinar si existen diferencias significativas (p<0,05) entre las varianzas de las
diferentes muestras. Para el analisis de las diferencias en los aromas entre las distintas
estrategias se ha realizado un analisis de componentes principales (PCA).
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5. Resultados y discusion

Todas las vinificaciones realizadas en este estudio han sido elaboradas en la bodega
de la Escuela Técnica Superior de Ingenierias Agrarias de Palencia, a partir de uva de
la variedad Verdejo, correspondiente a la vendimia de 2018.

El mosto obtenido tenia bastante intensidad aromatica y la uva presentaba una
excelente calidad sanitaria, aspecto importante, ya que una deficiente calidad sanitaria
puede dar como resultado la pérdida de sustancias aromaticas. Se recogieron muestras
durante todo el proceso de vinificacion, con el objetivo de mantener una correcta cinética
y evitar desviaciones que provocasen alteraciones en el perfil aromatico.

Para asegurarnos el fin de fermentacion se analizaron los azucares reductores segun lo
expuesto en el apartado 4.3.5, los resultados dieron valores inferiores a 2g/l, por lo que
consideramos acabadas todas las fermentaciones.

Una vez finalizados todos los ensayos se realizaron analiticas de los parametros de
interés, con los que se determind la influencia de las estrategias utilizadas en el proceso
fermentativo en las caracteristicas fisico-quimicas y aromaticas del producto final.

Con respecto a los parametros fisico-quimicos, nos centraremos en los siguientes:
grado alcohdlico, glicerol, pH, acidez total, acidez volatil y acetaldehido.

5.1. Seguimiento de la fermentacion alcohdlica

La influencia de los diferentes tiempos de inoculacién (coinoculacion y secuencial) asi
como el empleo de dos cepas diferentes de S. cerevisiae sobre la cinética fermentativa
se muestra en las figuras 1-3. Durante la fermentacion el desarrollo de las levaduras se
va a ver influenciado por la cantidad de levadura inoculada, la temperatura de
fermentacion, la adicion de sulfuroso, la composicién del mosto inicial, por el
desfangado, asi como por la interaccion con otros microorganismos (Feet, 1990).

Todas las fermentaciones se llevaron a cabo en 8 dias (fig. 1 y 2), incluso en las
vinificaciones control en las que no se inoculd levadura, consumiendo casi la totalidad
de los azucares iniciales; las temperaturas trataron de mantenerse en 20°C durante toda
la fermentacion, pero diversas limitaciones tecnoldgicas provocaron que se alcanzaran
picos durante la fase tumultuosa, alcanzando medias de 22°C en la coinoculacién y en
la inoculacion secuencial y de 20,7°C en el vino control durante el transcurso de la
fermentacion.

Con respecto a las vinificaciones realizadas mediante coinoculacién o inoculacion
secuencial con S. cerevisiae 1, cuya cinética fermentativa se representa en la figura 1,
se observa que la coinoculacién (C.1) tiene un arranque de fermentacion inmediato, lo
gue se traduce en una disminucion de la densidad pronunciada. En comparacion con la
inoculacion secuencial (S.1), la fermentacion simultanea (C.1) ha tenido una bajada de
densidad mucho mayor durante los cuatro primeros dias. Esto podria deberse a la
influencia en el desarrollo de S. cerevisiae sobre T. delbrueckii y viceversa (Renault et
al., 2015) o bien por la implantacion de S. cerevisiae y no de T. delbrueckii. Coincidiendo
con Loira et al. (2015), las fermentaciones simultaneas son mucho mas vigorosas que
las inoculaciones secuenciales. Una vez pasados los 5 primeros dias la fermentacion
continud con una fase final progresiva y continuada. La fermentacion secuencial en las
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primeras fases parece comparable al control, Fleet (1990) ya observo que las levaduras
predominantes en las primeras fases de la fermentacion son especies de levaduras no-
Saccharomyces, por lo que podemos predecir un comportamiento similar durante los
primeros dias.
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Figura 1. Efecto sobre la cinética del uso de cultivos mixtos. Control, inoculacién secuencial (S.1) y coinoculacién (C.1)
de T. delbrueckiiy S. cerevisiae recomendada para blancos. Fuente propia

La cinética correspondiente a la inoculacion secuencial (S.1), a pesar de presentar un
arranque de fermentacion mas lento, no muestra un retraso en los dias totales de
fermentacion con respecto a la coinoculacion (C.1), la Unica diferencia apreciable es un
retraso en el comienzo de dos dias; segun Belda et al. (2017), este retraso puede
deberse al menor consumo de azucares por parte de T. delbrueckii durante los primeros
dias de fermentacion, capaz de consumir 33 g/l de azucar en comparacion con los 107
g/l de S. cerevisiae. A partir de la inoculacion de S. cerevisiae la pendiente de la curva
sigue la misma tendencia que la que podemos observar en la coinoculacion (C.1).

Acorde a lo que ya se pensaba, el vino control fue el ensayo que mas tiempo necesitd
para comenzar la fermentacion y donde la temperatura no superé los limites
establecidos. Fleet (1990) observo que algunas especies indigenas no-Saccharomyces
crecen mas rapido que S. cerevisiae a bajas temperaturas, lo que podria explicar por
qué el vino control ha tenido una curva de fermentacion mucho mas suave.

En la figura 2 se representa el comportamiento fermentativo de la coinoculacion (C.2)
de T. delbrueckiiy S. cerevisiae 2, la inoculaciéon secuencial (S.2) y el vino control. La
cinética fermentativa, igual que en el analisis de la figura 1, va a estar determinado por
el tipo de estrategia biotecnoldgica utilizada. Son multiples los autores que defienden
una duracioén de la fermentacion alcohdlica durante mas tiempo, en comparacion con
inoculaciones simultaneas (Cianni et al., 2006; Bely et al., 2008; Belda et al., 2017), sin

Jorge Mateo Ortega
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID, CAMPUS DE PALENCIA
Grado en Enologia
14/38



Uso de levaduras Saccharomyces y no-Saccharomyces y su influencia en el perfil aromatico durante la vinificacion.

embargo, hay que destacar que, en nuestro trabajo, todos los ensayos han completado
la fermentacion en 8 dias, por lo que no coincidimos con lo expuesto.

28
1095 26
1080 24
22
20
__ 1065 8 o~
oé’ 16 g
3]
= 1050 ©
L 14 3
ko] ©
£ 1035 12 ]
2 10 g
A 1020 8 R
6
1005 4
2
990 = 0
Dia0 Dia1 Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia7 Dia8
=== Densidad C.2 == Densidad S.2 === Densidad Control
eeXees Teperatura C.2 eesdes Temperatura S.2 eedqde Temperatura Control

Figura 2. Efecto sobre la cinética del uso de cultivos mixtos. Control, inoculacién secuencial (S.2) y coinoculacién (C.2)
de T. delbrueckiiy S. cerevisiae recomendada para tintos.

Se pueden observar temperaturas similares a las comentadas en la figura 1. Aunque en
la cinética de la coinoculacién (C.2) se observa un descenso de la densidad mas
acusado durante los dos primeros dias en comparacién con la inoculacién secuencial
(S.2) y con el vino control, ha tenido un comienzo mas tardio que el observado en la
figura 1; podria deberse a una mayor competencia producida entre ambas ya que en
este caso la cepa de S. cerevisiae utilizada es distinta. Incluso habiendo tenido un
comienzo mas tardio la curva es mucho mas acusada que la correspondiente a la
inoculacion secuencial (S.2), por lo que volvemos a coincidir con Renault et al. (2015),
donde segun su ensayo, el numero de células viables de S. cerevisiae es mucho mayor
en una coinoculacién que en una inoculacidon secuencial, implicando una cinética
fermentativa similar a la de un cultivo puro de S. cerevisiae y, por tanto, un consumo de
azucares mas rapido.

La curva correspondiente a la inoculaciéon secuencial (S.2) muestra un descenso de la
densidad muy suave durante los dias en los que T. delbrueckii esta actuando sola y un
descenso muy similar al ocurrido en la inoculaciéon simultanea (C.2) a partir de la
inoculacion de S. cerevisiae. Tal y como sugiere Bely et al. (2008) las cepas de T.
delbrueckii pueden sobrevivir a grandes concentraciones de etanol cuando no estan en
cultivos puros, al poder estar presentes durante casi toda la fermentacion, la curva se
modularia aun mas utilizando diferentes cepas de no-Saccharomyces. Podemos
sugerir, por tanto, el uso de diferentes cepas no-Saccharomyces como uno de los
factores que pueden influir en la pendiente de la curva. Por ultimo, el vino control tiene
la pendiente menos pronunciada, debido a lo comentado en la figura 1.

En la figura 3 se compara la influencia de la cepa de S. cerevisiae en la cinética
fermentativa. La inoculacion simultanea C.2 podria poner de manifiesto lo demostrado
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anteriormente por otros autores, donde revelan que la inoculacion de determinadas
cepas de S. cerevisiae no necesariamente garantiza su implantacion exclusiva durante
la fermentacion (Fleet, 1990), esto podria explicar el diferente comienzo de
fermentacion. A diferencia de lo ocurrido en la coinoculacion C.2, la cinética
correspondiente a la coinoculacién C.1 ha tenido un descenso brusco de densidad
desde el primer dia, si tuviéramos estudios de implantacién podriamos explicarlo
atendiendo a lo demostrado por Nissen & Arneborg. (2003), donde demuestran la
inhibicién parcial sufrida por las levaduras no-Saccharomyces cuando hay una elevada
concentracion de células viables de S. cerevisiae, debido a la interaccion célula-célula.
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Figura 3. Efecto de la interaccion entre microorganismos. Inoculaciéon secuencial (S.1) y coinoculacién (C.1) de T.
delbrueckii y S. cerevisiae recomendada para blancos. Inoculaciéon secuencial (S.2) y coinoculaciéon (C.2) de T.
delbrueckiiy S. cerevisiae recomendada para tintos.

5.2. Estudio de los parametros fisico-quimicos

Durante este apartado se comparan los vinos recién terminados, tratando de identificar
diferencias entre estrategias y, por otro lado, se compararan estos mismos con sus
correspondientes después de someterse a un afio de envejecimiento en botella,
analizando su evolucion.

Los parametros fisico-quimicos se han analizado comparando C.1 y S.1, donde se ha
utilizado S. cerevisiae 1y por otro lado C.2 y S.2, donde se ha utilizado S. cerevisiae 2,
de manera que se puedan determinar diferencias significativas entre ellos. Los
resultados de los parametros enoldgicos de cada uno de los ensayos se pueden
observar en la tabla 3.

Todos los parametros, a excepcion del grado alcohdlico y el pH, no se han visto
influenciados por la presencia de T. delbrueckii durante el transcurso de la fermentacion.
Las vinificaciones terminaron el proceso fermentativo con un contenido alcohdlico entre
12,4-12,9%vol, observandose diferencias estadisticamente significativas entre la
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coinoculaciéon C.2 y la inoculacion secuencial S.1. Las mayores concentraciones de
etanol se pueden observar en ambas coinoculaciones. Como ya he comentado
anteriormente, T. delbrueckii puede influir en el desarrollo de S. cerevisiae y viceversa,
incrementando su potencial fermentativo, esto podria explicar el mayor consumo de
azucares durante la fermentacion en la coinoculacion C.2 y, por tanto, la obtencion de
un grado alcohdlico mayor.

A diferencia de otros estudios donde defienden que una mayor presencia de T.
delbrueckii produce mayores reducciones en el contenido alcohdlico (Belda et al. 2014),
en nuestro caso, ha ocurrido lo contrario. Segun defiende Ciani et al. (2016), condiciones
especificas de fuerte aireacion combinadas con el uso de determinadas cepas no-
Saccharomyces provocan reducciones aun mas significativas en el grado alcohdlico.

Durante la fermentacion el glicerol es el segundo mayor metabolito formado, segun
Modig et al. (2007) es producido por la reduccién del intermediario glicolitico
dihidroxiacetona fosfato. Algunos autores como Jolly et al. (2014) determinaron que
varias especies no-Saccharomyces son capaces de incrementar el contenido en glicerol
modificando y mejorando las propiedades sensoriales de los vinos. Este incremento
puede ser debido a la reduccion en el grado alcohdlico total, favoreciendo el consumo
de azucares por via respiratoria. Basandonos en esta premisa, dado que no ha habido
diferencias significativas en la reduccion de grado alcohdlico, seria légico deducir un
incremento poco probable en el contenido de glicerol. Hay diversas opiniones sobre el
incremento real en este metabolito; algunos autores como Contreras et al. (2013)
demostraron que, en inoculaciones secuenciales, T. delbrueckii produce un aumento en
el contenido de glicerol cuando se compara con S. cerevisiae, en funcién de los
tratamientos de adicion de oxigeno aplicados. Sin embargo, Bely et al. (2008) confirmo
en sus resultados que la produccion de glicerol durante la fermentacion fue menor en
cultivos puros y secuenciales de T. delbrueckii que en comparacion con S. cerevisiae,
esta mayor produccion es debida al estrés osmatico.

Aparentemente, la produccién de glicerol por estrategias mostrada en la figura 5, es
superior en las fermentaciones secuenciales; después de analizar la varianza de los
resultados (tabla 3), no se han observado diferencias estadisticamente significativas
entre coinoculaciones e inoculaciones secuenciales.

Segun lo comentado anteriormente sobre S. cerevisiae 2, ha sido la mayor productora
de glicerol de casi todos los ensayos, pero después del analisis de sus valores, podemos
comentar que no se han obtenido los resultados esperados segun las especificaciones
de la casa comercial; todos los valores obtenidos se corresponden con un vino estandar.

El analisis de la concentracién de acidez volatil tiene especial relevancia, debido a su
efecto en las caracteristicas sensoriales del vino. Tradicionalmente, contenidos
elevados de acidez volatil estaban asociados a levaduras no-Saccharomyces; en la
actualidad, muchos estudios han demostrado el poder de determinadas cepas para
reducir los valores de acidez volatil. Mas concretamente, los estudios realizados por
Bely et al. (2008) donde demuestra reducciones significativas en fermentaciones
secuenciales y simultaneas llevadas a cabo por T. delbrueckii. Al realizar el analisis
entre estrategias no se han obtenido diferencias estadisticamente significativas, lo que
nos hace deducir que las reducciones en la acidez volatil no solo van a depender de la
cepa de levadura utilizada, sino también de la variedad de uva (Azzolini et al., 2014) y
de las condiciones de oxigenacion (Contreras et al., 2013). Todos los valores de acidez
volatil se encuentran dentro de los rangos habituales para un vino de estas
caracteristicas, con valores entre 0,21-0,23g/I de acido acético; siendo la coinoculacion
C.1 la de mayor valor.
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Tabla 3. Parametros fisico-quimicos en vinos elaborados con inoculaciones simultaneas, inoculaciones secuenciales y vino control.
Vino terminado

C.1 X C.2 S.2
Acidez Total (g I"1) 7,3+0,1% 7,4+0,1% 7,1+0,1% 7,5+ 0,6%
Acidez Volatil (g 1) 0,23 +0,01” 0,21 +0,03" 0,21 +0,02° 0,22 +0,01°
pH 3,23 + 0,03 3,18 + 0,03 3,26 + 0,03° 3,19 + 0,044
Etanol (vol.%) 12,7 + 0,5 12,4+0,3/ 12,9 +0,2° 12,4 + 0,37
Glicerol (g I'1) 5,70 + 0,209 6,40 + 1,209 5,60 + 0,409 6,60 + 1,109
Acetaldehido (mg ™) 55+9,9" 46,5+0,7" 53+ 12, 7" 53 +4,2"

Los resultados representan la media de cuatro medidas + desviacion estandar (SD).
Valores en la misma linea con la misma letra no son significativamente diferentes (p<0,05).

Inoculacién secuencial (S.1) y coinoculacion (C.1) de T. delbrueckii y S. cerevisiae recomendada para blancos. Inoculacién secuencial (S.2) y coinoculacién (C.2) de T. delbrueckiiy S. cerevisiae

recomendada para tintos.
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Concentraciones elevadas de acetaldehido se relacionan con descriptores de oxidacion
en los vinos (Benito, 2018), lo que nos hace pensar, que determinadas cantidades de
sulfuroso libre podrian verse disminuidas al combinarse con él, pudiendo provocar
desviaciones microbianas.

En nuestro caso, después de realizar el ANOVA, no se han observado diferencias
significativas entre estrategias, los resultados obtenidos nos indican valores
relativamente normales para un vino blanco, 46-55 mg/I (Figura 7).
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Media + Desviacién estandar (n=4). Valores 2. Media * Desviacioén estandar (n=2). Valores en
en columnas con la misma letra no son columnas con la misma letra no son
significativamente diferentes (p<0,05). Fuente propia significativamente diferentes (p<0,05). Fuente propia

El analisis de la acidez total y el pH resulta clave por su influencia en factores como la
estabilidad microbiana, la efectividad de determinados antioxidantes, la solubilidad de
tartratos, la calidad sensorial y el propio equilibrio del vino (Swiegers et al., 2005).

Todos los ensayos han terminado la fermentacion con valores de pH ligeramente
superiores al mosto de partida (tabla 1), 0,15 puntos por encima con respecto a la
coinoculacién C.2; los valores obtenidos han estado entre los rangos 3,18-3,26, valores

normales teniendo en cuenta la precipitacion de las sales tartaricas durante la
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fermentacion. EI pH mas bajo se ha dado en ambas fermentaciones secuenciales,
donde T. delbrueckii ha podido influir durante mayor tiempo. Diversos estudios han
demostrado incrementos considerables en acido tartarico al utilizar cultivos mixtos y, por
consiguiente, disminuciones en el pH durante la fermentacion (Kapsopoulou et al.,
2006).

Los resultados de acidez total en nuestro trabajo han sufrido incrementos de 0,8 g/l en
el mayor de los casos, en la fermentacion secuencial S.2. Esta acidificacion biolégica
tiene gran interés a nivel enologico, al poder resolver los problemas de acidez
insuficiente provocados por el cambio climatico, asi como el perfil de determinadas
variedades poco acidas. El analisis de la varianza sometido a la acidez total no nos ha
dado diferencias estadisticamente significativas con un 95% de confianza, a diferencia
del analisis del pH, donde se han observado diferencias entre la coinoculacién C.2 y
ambas inoculaciones secuenciales (S.1 y S.2). Estas diferencias de pH pueden ser
debidas a la mayor influencia de las modificaciones fisicas y microbianas producidas
durante el proceso fermentativo o bien deberse simplemente, a un menor incremento en
la acidez total, ya que sus valores de pH estan dentro de los valores normales para un
vino de estas caracteristicas.

8.2 2 g Coinoculacion 329 a m Coinoculacién
8,0 3,27 ab
78 Secuencial 3,25 Secuencial
2 .6 = 3,23 b
s b
5 74 a | 5321
|_
N 72 a 3,19 [
g7
&’ 7,0 3,17
6,8 3,15
6,6 3,13
6,4 3,11
S. cerevisiae 1 S. cerevisiae 2 S. cerevisiae 1 S. cerevisiae 2
Figura 8. Acidez total en fermentaciones mixtas y Figura 9. Valores de pH en fermentaciones mixtas
secuenciales con S. cerevisiae 1y S. cerevisiae 2. y secuenciales con S. cerevisiae 1 y S. cerevisiae
Media + Desviacion estandar (n=4). Valores en 2. Media + Desviacion estandar (n=4). Valores en
columnas con la misma letra no son columnas con la misma letra no son
significativamente diferentes (p<0,05). Fuente propia significativamente diferentes (p<0,05). Fuente propia

Los valores obtenidos de las analiticas del vino sometido a un afio de envejecimiento en
botella se pueden observar en la tabla A1 (anexos), con ellos se han determinado
diferencias estadisticamente significativas con respecto a los obtenidos en los ensayos
recién terminados.

El proceso de crianza de los vinos es una parte del proceso productivo donde se ha de
mantener unas condiciones de almacenamiento especificas para que no se produzcan
alteraciones de caracter oxidativo en los vinos, entre las que destacan, las condiciones
de almacenamiento (humedad y temperatura), el tipo de recipiente donde se vaya a
llevar a cabo la crianza, asi como la mayor o menor presencia de antioxidantes en el
vino de partida (Hopfer et al., 2013). En nuestro caso, al tratarse de un vino blanco, va
a ser mas propenso a la oxidacion, debido a la menor cantidad de compuestos fendlicos
antioxidantes.

Los datos de acidez volatil nos muestran aumentos en todos los ensayos con respecto
a sus correspondientes antes de someterse a crianza en botella, excepto en la
coinoculacién C.1 y en la inoculacion secuencial S.2. Dichos aumentos es lo que cabria
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esperar en cualquier vino sometido a envejecimiento, debido a la oxidacion del etanol
por las microoxigenaciones a través del tapén de corcho y debido a la actuacién de
microorganismos presentes por una menor actuacion del sulfuroso libre molecular.

Las disminuciones de acidez volatil producidas en la coinoculacion C.1 y en la
inoculacion secuencial S.2 podrian deberse a su consumo por parte de levaduras aun
presentes, capaces de utilizar el acido acético como fuente de carbono. Durante el
analisis microbiolégico se han identificado colonias en cantidades suficientes como para
producir la disminucion antes comentada (datos no mostrados). El ANOVA nos muestra
diferencias significativas entre la inoculacion secuencial S.1 y su correspondiente
después del envejecimiento. Estas diferencias pueden ser causadas por una mayor
incidencia de alguno de los factores comentados en el parrafo anterior. Sin embargo,
todos los ensayos han obtenido valores normales de acidez volatil para vinos sometidos
a un afno de crianza en botella.

mVino terminado

Acidez Volatil Acidez total
Crianza
0,25 8,5
c m Vino terminado _|t2 d
8,0 o
0,24 a b -[ Crianza T b T d
a 7,5 a c C =
0,23 g d f f 7.0 a
0,22 T [ 6.5
6,0
0,21 55
0,20 5,0
4.5
0,19
' 4,0
0,18 3,5
C.1 S.1 C.2 S.2 C.A1 S.A1 Cc.2 S.2
Figura 10. Evolucién de acidez volatil en vinos con 1 afio Figura 11. Evolucién de acidez total en vinos con 1

de envejecimiento en botella. Media + Desviacién estandar afo de envejecimiento en botella. Media + Desviacion

(n=4). Valores en columnas contiguas con la misma letrano  Estandar (n=4). Valores en columnas contiguas con la

son significativamente diferentes (p<0,05). Fuente propia misma letra no son significativamente diferentes
(p<0,05). Fuente propia

Los valores de acidez total nos siguen mostrando un ligero aumento durante la crianza,
excepto en la secuencial S.2. Lo normal en estos casos seria una disminuciéon causada
por la insolubilizacién de las sales tartaricas. A pesar de estos ligeros aumentos no se
han observado diferencias estadisticamente significativas después de realizar el
ANOVA.

Todos los valores de pH de cada uno de los ensayos han sufrido diferencias
estadisticamente significativas, con respecto a su correspondiente tras 12 meses de
crianza. Los datos mostrados en la figura 12 manifiestan un aumento de pH en todas
las vinificaciones sometidas a envejecimiento, resultados esperados en condiciones
normales. Normalmente una disminucién de acidez viene acompafada de un aumento
de pH. En este caso, a pesar de la supuesta acidificacion biolégica producida en todas
las vinificaciones, excepto en la inoculacion secuencial S.2, se han producido aumentos
en los valores de pH.

Aparentemente, los datos mostrados en la figura 13 muestran una reduccion en el grado
alcoholico, seguramente, fruto de la oxidacion del etanol. Cabe destacar que las
condiciones de embotellado no fueron las mas idoneas. Sin embargo, después de
realizar el analisis de la varianza no se han observado diferencias significativas en la
evolucion del grado alcohdlico.
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Figura 12. Evolucién de pH en vinos con 1 afio Figura 13. Evolucién de grado alcohdlico en vinos con
de envejecimiento en botella. Media + Desviacion 1 afio de envejecimiento en botella. Media + Desviacién
(n=4). Valores en columnas contiguas con la misma estandar (n=4). Valores en columnas contiguas con la
letra no son significativamente diferentes (p<0,05). misma letra no son significativamente diferentes
Fuente propia (p<0,05). Fuente propia

5.3. Estudio de la composicién aromatica

Un total de 76 aromas fueron aislados e identificados en todas las vinificaciones por GC-
MS, los cuales han sido sometidos a un analisis de componentes principales (figura 14)
con el fin de comparar las estrategias biotecnoldgicas utilizadas en funcién de los
aromas identificados.

Las areas obtenidas se han estandarizado utilizando un patrén interno, anadido en cada
ensayo para eliminar las diferencias en la cantidad analizada y, posteriormente, se ha
realizado la media entre ambas vinificaciones (duplicados).

Las areas obtenidas tras identificar los compuestos, son proporcionales a la
concentracién del analito en cuestion.

Han sido identificados alcoholes, ésteres, aldehidos y cetonas, acidos, lactonas,
terpenos y C13-norisoprenoides.

5.3.1. Alcoholes

Los alcoholes son uno de los grupos mas importantes desde el punto de vista
cuantitativo. La mayoria se forman durante el proceso fermentativo, son metabolitos
secundarios producidos por las levaduras. Los alcoholes superiores se forman mediante
la reaccion de Ehrlich, por desaminacién de un aminoacido a acido cetdnico, que
posteriormente se descarboxila a aldehido y se reduce alcohol, siendo excretado al
medio (Ugliano & Henschke, 2009). El uso de una u otra cepa de levadura influira
considerablemente en su concentracion (Rankine, 1968). Otros alcoholes, sin embargo,
proceden del metabolismo de los azucares via acidos ceténicos. Su efecto sobre la
calidad organoléptica va a depender de su intensidad aromatica y del tipo de vino
elaborado.

Segun la tabla A2 (anexos), las mayores concentraciones de alcoholes encontradas en
todos los ensayos fueron de isobutanol, alcohol isoamilico, 1-hexanol y 2-fenil etanol,
siendo el alcohol isoamilico el encontrado en mayor concentracion. Los vinos que
contenian la S. cerevisiae 1, tanto en régimen de coinoculacion como en inoculacion
secuencial, son donde mayores niveles de isobutanol y alcohol isoamilico se han
identificado y los vinos que contenian la S. cerevisiae 2 han tenido mayores niveles de
1-hexanol y 2-fenil etanol.
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Uno de los alcoholes superiores que afectan de forma mas positiva al aroma de los vinos
es el 2-fenil etanol. Como podemos observar en la figura 9 las mayores concentraciones
de este compuesto se encuentran en las inoculaciones secuenciales S.1, S.2 y sus
correspondientes después de un afio de envejecimiento, comparadas con las obtenidas
en aquellos en régimen de coinoculacién (C.1 y C.2) y sus homdlogos después de la
crianza (C.1.12 y C.2.12), asi como en el vino control (CTRL). Segun Escribano-viana
et al. (2018) solamente las inoculaciones secuenciales llevadas a cabo por T. delbrueckii
y S. cerevisiae mostraron en su trabajo perfiles aromaticos diferentes y cuando se las
inoculaban simultaneamente, estas diferencias desaparecian.

5.3.2. Esteres

Es sabido que los ésteres, producidos durante la fermentaciéon alcohdlica, son los
responsables del aroma afrutado en los vinos. Su produccién se va a ver afectada por
diversos factores durante la fermentacion, tipo de levadura, oxigeno, contenido lipidico,
contenido azucarado y temperatura de fermentacion (Verstrepen et al., 2003).
Podemos agruparlos en 2 grandes familias, ésteres de acetato y ésteres etilicos de
acidos grasos.

Se han observado cantidades elevadas de octanoato de etilo, hexanoato de etilo,
decanoato de etilo, dec-9-enoato de etilo, dodecanoato de etilo, acetato de 2-feniletilo,
acetato de isoamilo y en menor proporcion acetato de etilo. Contrario a lo expuesto por
Puertas et al. (2018), las mayores concentraciones se han identificado en el hexanoato
de etilo y en el octanoato de etilo.

Concentraciones elevadas de algunos ésteres que afectan de forma positiva al aroma
de los vinos, tales como el acetato de 2-feniletilo, han sido superiores por regla general,
en todas las inoculaciones secuenciales en comparacién con los vinos control, donde la
formacion de este compuesto ha sido menor.

Segun podemos observar en la figura 14, los mayores niveles de acetato de isoamilo se
han dado en ambas coinoculaciones (C.1y C.2) y en el control (CTRL), en comparacion
con las inoculaciones secuenciales. El contenido en decanoato de etilo, también ha sido
mayor en el vino control (CTRL) y en la coinoculacién donde ha estado presente S.
cerevisiae 1.

El acetato de etilo, relacionado con defectos en la calidad del vino en grandes
concentraciones, se ha identificado en mayores niveles, en aquellos ensayos donde el
acetato de isoamilo tiene un contenido mayor, esto podria indicar una mayor actividad
esterasica de las levaduras.

Las mayores diferencias entre los ensayos en régimen de coinoculacién y los sometidos
a inoculacion secuencial se han dado en el decanoato de etilo, dec-9-enoato de etilo y
dodecanoato de etilo. En todas las coinoculaciones se han obtenido concentraciones
superiores en comparacion con las secuenciales, exceptuando el ensayo S.2.

De forma general, dentro de los ensayos sometidos a inoculacion secuencial, ha sido el
S.2 el que mayores concentraciones ha tenido en ésteres en comparacion con el resto
de los ensayos sometidos a régimen secuencial.

En la mayoria de los casos, la concentracion en ésteres de acetatos ha disminuido en
todos los ensayos sometidos a crianza, exceptuando el acetato de etilo, que ha
aumentado en todos los vinos. Esto es debido a la hidrédlisis que sufren durante el
proceso de envejecimiento, causando disminuciones en el perfil afrutado de los vinos
(Pérez-Coello et al., 1999). Segun este mismo estudio los ésteres etilicos sufren una
disminucion significativa mas lenta, a partir de los dos afios y medio. Durante el proceso
de crianza se han formado otros nuevos, como el fenilacetato de etilo, presente
previamente en la secuencial S.1 y el etil pentadecanoato.
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Figura 14. Diagrama de dispersion y grafica de pesos de componentes derivados del andlisis de componentes principales
(PCA). Se trataran de obtener las mayores diferencias entre las 79 variables, correspondientes a compuestos aromaticos,
Las abreviaturas estan definidas en la tabla 4. Fuente propia

5.3.3. Acidos

La mayor o menor formacién de acidos grasos va a depender de las condiciones de
fermentacion y de la composicion del mosto de partida (Schreier et al., 1979).

Los acidos encontrados en mayor concentracion han sido el acido octandico, acido
decanoico, acido hexanoico y el acido isovalérico, coincidiendo con la mayoria de los
encontrados en mayor concentracion por Sanchez-Palomo et al. (2015) en sus ensayos
realizados con uva de la variedad verdejo,

Ya hemos comentado anteriormente, que el acido acético es importante desde el punto
de vista organoléptico debido a sus efectos en las caracteristicas sensoriales del vino.
Su produccion va a depender, entre otras cosas, del estado sanitario de la uva y del
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proceso fermentativo. En nuestro trabajo, unicamente se han encontrado pequenas
concentraciones en el ensayo S.2, aumentando durante crianza. El resto de
vinificaciones que se han visto afectadas han sido la C.2.12 y la S.1.12,
correspondientes a vinos con 1 afio de envejecimiento y, obviamente, mas propensos a
la formacion de este compuesto.

5.3.4. Aldehidos, cetonas y lactonas

Segun Ugliano & Henschke. (2009) los aldehidos, cetonas y lactonas son compuestos
carbonilicos formados por las levaduras durante el metabolismo de los azlcares. Los
aldehidos que han participado en mayor medida en todas las vinificaciones han sido el
benzaldehido y el nonanal, el resto de compuestos han influido escasamente. Segun
Sanchez-Palomo et al. (2015) el benzaldehido puede actuar de forma sinérgica en el
aroma del vino, aportando notas afrutadas y florales. El acetaldehido suele ser el
aldehido mayoritario, pero en nuestro estudio unicamente se ha identificado en el
ensayo S.2, en su correspondiente después de la crianza y en el C.2.12 en pequefas
concentraciones, es decir, en casi todas las vinificaciones donde ha estado presente S.
cerevisiae 2.

Las dos cetonas identificadas han sido la 2-octanona y la nonanona, sin mucha
relevancia.

La unica lactona identificada en todas las vinificaciones fue la y-butirolactona, sin
diferencias apreciables entre unos ensayos y otros. Segun Ugliano & Henschke. (2009)
las lactonas desempefian un papel en la calidad sensorial sin definir, se dice que podrian
colaborar en al aroma caracteristico de los Sherry.

5.3.5. Terpenos y C13-norisoprenoides

Los terpenos y C13-norisoprenoides son metabolitos secundarios encargados de los
aromas varietales de la uva. Los terpenos los podemos encontrar en su forma libre
odorante o bajo su forma combinada con azucares, formando una combinacion
glicosidica y constituyendo los precursores aromaticos. Para que estos terpenos
combinados liberen su terpeno (aglicona) son necesarias unas enzimas (p-glicosidasa)
capaces de hidrolizar los terpenos combinados y liberar el aroma oculto (Swiegers et
al., 2005).

El unico terpeno identificado en su forma libre ha sido el citronelol. Aunque su
concentracion no ha sido muy elevada, ha estado presente en todos los ensayos.
Resultados esperados en una variedad relativamente neutra como la Verdejo.

Ha habido diferencias notables entre los vinos sometidos a régimen secuencial, donde
se han obtenido mayores concentraciones y los sometidos a inoculacion simultanea.
Un C13-norisoprenoide ha sido encontrado, la -damascenona. Su concentracién ha
sido similar a la observada en el citronelol. En este caso, este compuesto ha sido
identificado unicamente en las inoculaciones secuenciales (figura 14), aumentando su
concentracion durante la crianza, excepto en la secuencial S.2.12 y formandose en la
coinoculacién C.2.12.

5.3.6. Miscelanea

Esta agrupacion hace referencia a la mezcla de compuestos. En nuestro trabajo, los que
han tenido mayor presencia y los encontrados en mayor concentracion han sido el
carbitol, 2-metiltetrahidrotiofen-3-ona, vinilbenceno y el 6xido de estireno. Todos ellos
sin mucha relevancia. El Unico compuesto que también se ha encontrado en el control
(CTRL) ha sido el 2-metiltetrahidrotiofen-3-ona. Como se puede observar en la figura
14, todos los compuestos estan repartidos entre los diferentes ensayos, no se observan
diferencias notables entre compuestos.
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Tabla 4. Designacion de los compuestos identificados por GC-MS. Referencias encontradas en anexos. Fuente propia

Caodigo Nombre (espaiiol) Notas aromaticas

ALC Alcoholes

ALC1 1-propanol Fruta, madera, alcohol (1)
ALC2 Isobutanol Aceitoso, amargo, verde (1)
ALC3 Butan-1-ol Fusel (4)

ALC4 Alcohol isoamilico Fusel (1)

ALC5 (S)-3-metil-1-pentanol Tostado (23)
ALC6 3-metilpentano-1,5-diol -

ALC7 1-hexanol Floral, verde, hierba (1)
ALCS8 trans-3-Hexenol Hierba cortada (4)
ALC9 1-heptanol Graso (11)
ALC10 Octanol Alcohdlico, graso (6)
ALC11 3-metiltiopropanol Cocido, vegetal (1)
ALC12 1-decanol Dulce (7)
ALC13 Alcohol benzilico Almendra (4)
ALC14 2-fenil etanol floral, rosas (1)

EST Esteres

EST1 Octanoato de metilo Afrutado, naranja (13)
EST2 Hexanoato de isoamilo Afrutado (13)
EST3 Octanoato de isoamilo Afrutado (13)
EST4 Fenilacetato de etilo Rosas (4)

EST5 Decanoato de isoamilo Pifa, banana, fruta dulce (22)
EST6 Fenetil propanoato Floral, frutal (7)
EST7 Etil isopentil succinato Acre (24)

ESTS8 Etil pentadecanoato -

EST9 Propanoato de etilo Ron y pifia (12)
EST10 Isobutirato de etilo Frutal, manzana, papaya (6)
EST11 Butirato de etilo Fruta (1)

EST12 2-metil butirato de etilo Afrutado, anis, fresa (4)
EST13 3-metil butanoato de etilo Afrutado, anis (4)
EST14 Hexanoato de etilo Manzana verde (1)
EST15 Heptanoato de etilo Brandy (13)
EST16 Lactato de etilo Dulce, frutal (4)
EST17 Octanoato de etilo Dulce, afrutado (1)
EST18 Decanoato de etilo Dulce, afrutado (1)
EST19 Succinato de etilo Afrutado, uva verde (11)
EST20 Bezoato de etilo Afrutado (11)
EST21 Dec-9-enoato de etilo Jabon (4)
EST22 4-hidroxibutanoato de etilo Afrutado (12)
EST23 Dodecanoato de etilo Floral, afrutado (13)
EST24 Miristato de etilo Cera, (13)
EST25 Etil 3-hidroxihexanoato Afrutado (19)
EST26 Palmitato de etilo Cera (13)
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Tabla 4. Continuacion

Caodigo Nombre (espaiiol) Notas aromaticas
EST27 Etil 9-hexadecanoato -
EST28 Etil 11-hexadecanoato -
EST29 Acetato de etilo Fruta, disolvente (1)
EST30 Acetato de 2-feniletilo Floral (1)
EST31 Acetato de isoamilo Platano (1)
EST32 Acetato de hexilo Manzana madura, frutal (6)
EST33 Acetato de cis-3-hexenilo -
EST34 Acetato de heptilo Olor graso y afrutado (11)
EST35 Acetato de octilo Fresa (4)
ALD/CET Aldehidos y cetonas
ALD1 Acetaldehido Nuez (21)
ALD2 n-octanal Limon, naranja, disolvente (4)
ALD3 Nonanal Graso, ceroso (5)
ALD4 Benzaldehido Almendras amargas (4)
ALDS 2-fenil acetaldehido Miel, flores (2)
CET1 2-octanona Herbaceo, alcanforado (14)
CET2 Nonanona Floral, afrutado (8)
ACI Acidos
ACH Acido acético Acido (15)
ACI2 Acido isobutirico Rancio, mantequilla, queso (1)
ACI3 Acido isovalérico Dulce, acido, rancio (1)
ACl4 Acido hexandico Sudor (1)
ACI5 Acido octansico Sudor, queso (1)
ACI6 Acido nonanoico Graso, coco (10) (11)
ACI7 Acido decandico Graso, rancio (1)
ACI8 Acido caproléico Algo afrutado, lechoso (20)
TER/NOR Terpenos y norisoprenoides
TER1 Citronelol Citrico, limoén verde (4)
NOR1 b-damascenona Miel, frutal, manzana, caramelo (3)
LAC Lactonas
LAC1 Gamma-butirolactona Dulce, graso, melocoton (4)
MIX Miscelanea
MIX1 Vinilbenceno Dulce, balsamico, casi floral (12)
MIX2 Oxido de estireno Dulce (9)
MIX3 Carbitol Suave y agradable (16)
MIX4 Azuleno Caucho (17)
MIX5 Naftalina Acre (18)
MIX6 2-Metiltetrahidrotiofen-3-ona Picante, aliaceo, café (12)
MIX7 Dietanolamida laurica -
MIX8 2,4-di-tert-butilfenol -
MIX9 Metoxifenil-oxima -
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6. Conclusiones

Después de realizar el analisis de los resultados hemos podido sacar en claro las
siguientes conclusiones:

» Se observd un comienzo mas tardio de la fermentacion alcohdlica por parte de
las inoculaciones secuenciales.

* Las coinoculaciones producen fermentaciones mas vigorosas.

* Unavezinoculada S. cerevisiae en las inoculaciones secuenciales, las cinéticas
fermentativas se comportan de forma similar en ambas estrategias. Antes de su
inoculacion, se pueden apreciar diferencias notables.

+ Mayor influencia de S. cerevisiae en coinoculaciones, al observarse cambios de
densidad mas bruscos.

+ Se redujo el grado alcohdlico obtenido en las inoculaciones secuenciales.

» Se aprecia disminucion de pH en inoculaciones secuenciales, coincidiendo con
aumentos de acidez total. Posible uso como estrategia de acidificacion bioldgica.

+ Gran produccién de ésteres y menor cantidad de alcoholes en vinos donde ha
estado presente T. delbrueckii, elaborados con la variedad Verdejo. Muy baja
produccion de terpenos.

+ Cantidades notables de acetato de 2-feniletilo y de su precursor el 2-fenil-etanol
en ensayos sometidos a régimen secuencial.

+ Se detectaron mayores cantidades de ésteres en ensayos en régimen de
coinoculacién.

+ Cantidades notables de octanoato de etilo, acetato de isoamilo y acetato de etilo
en el vino control sometido a fermentacion espontanea.

Este trabajo muestra el perfil afrutado y floral de la variedad Verdejo y como potenciar
estos aromas utilizando las herramientas biotecnolégicas adecuadas. También pone de
manifiesto el uso de T. delbrueckii como estrategia de acidificacion bioldgica, asi como
en la reduccién de grado alcohdlico. El uso de estas herramientas, abren una via aun
en estudio, para hacer frente a los cambios venideros.
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Anexos

Tabla A1. Parametros fisico-quimicos en vinos elaborados con inoculaciones simultaneas, inoculaciones secuenciales y vino control después de un afio de envejecimiento. Fuente propia

Crianza en botella

Acidez Total (g I 1)
Acidez Volatil (g I™1)

pH
Etanol (vol.%)

C.1.12
7,35£0,2
0,21 £0,02
3,40 £ 0,01
12,3+0,6

S.1.12
78+04
0,24 £0,01
3,40 £ 0,05
12,0+£0,5

C.212
7,2+0,1
0,22 £0,01
3,44 £0,10
12,5+0,2

S.2.12
7,4+0,1

0,22 £ 0,01
3,47 £0,09

12,3+0,2

Los resultados representan la meda de 4 duplicados + Desviacién estandar (SD).
Inoculacién secuencial (S.1.12) y coinoculacion (C.1.12) de Torulaspora delbrueckiiy Saccharomyces cerevisiae recomendada para blancos, sometidos a un afio de crianza en botella. Inoculacién
secuencial (S.2.12) y coinoculacién (C.2.12) de Torulaspora delbrueckiiy Saccharomyces cerevisiae recomendada para tintos, sometidos a un afio de crianza en botella.

Tabla A2. Medias de las areas de los compuestos identificados por GC-MS de los vinos terminados. Fuente propia

Cadigo CTRL CA1 C.2 S.1 S.2 C.1.12 C.212 S.1.12 S.2.12
ALC1 0,0214 0,0231 0,0235 0,0247 0,0211 0,0268 0,0253 0,0286 0,0274
ALC2 0,2224 0,2713 0,2313 0,3845 0,3738 0,3353 0,2464 0,4780 0,5647
ALC3 0,0000 0,0088 0,0098 0,0119 0,0091 0,0115 0,0115 0,0156 0,0156
ALC4 7,3592 7,5731 7,2408 8,0022 6,4015 9,4628 7,8671 9,4741 8,4040
ALC5 0,0292 0,0218 0,0209 0,0109 0,0084 0,0262 0,0239 0,0130 0,0109
ALC6 0,0000 0,0064 0,0101 0,0069 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
ALC7 0,2745 0,2995 0,3101 0,3280 0,2798 0,3816 0,3389 0,3862 0,3823
ALCS8 0,0223 0,0233 0,0230 0,0276 0,0219 0,0286 0,0252 0,0325 0,0321
ALC9 0,1326 0,1276 0,1399 0,0953 0,0736 0,1598 0,1453 0,1097 0,0991
ALC10 0,0116 0,0179 0,0149 0,0128 0,0092 0,0229 0,0163 0,0151 0,0124
ALC11 0,0477 0,0292 0,0322 0,0560 0,0768 0,0488 0,0307 0,0602 0,0693
ALC12 0,0054 0,0109 0,0000 0,0042 0,0000 0,0093 0,0034 0,0029 0,0000
ALC13 0,0000 0,0090 0,0052 0,0221 0,0128 0,0217 0,0106 0,0324 0,0148
ALC14 3,4041 3,1938 4,3859 6,2446 7,9949 4,1089 4,5246 7,5113 7,6063
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Tabla A2. Continuacién
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Cadigo CTRL CA C.2 S.1 S.2 C.1.12 C.212 S.1.12 S.2.12
EST1 0,0141 0,0117 0,0108 0,0032 0,0069 0,0032 0,0028 0,0000 0,0000
EST2 0,0543 0,0292 0,0327 0,0150 0,0371 0,0158 0,0167 0,0118 0,0068
EST3 0,0759 0,0392 0,0406 0,0131 0,0286 0,0463 0,0495 0,0295 0,0203
EST4 0,0000 0,0000 0,0000 0,0039 0,0000 0,0085 0,0079 0,0136 0,0114
ESTS 0,0449 0,0481 0,0338 0,0149 0,0199 0,0517 0,0372 0,0243 0,0195
EST6 0,0000 0,0000 0,0000 0,0142 0,0213 0,0000 0,0000 0,0075 0,0096
EST7 0,0000 0,0000 0,0000 0,0076 0,0051 0,0171 0,0191 0,0288 0,0235
EST8 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0071 0,0085 0,0109 0,0100
EST9 0,0036 0,0000 0,0000 0,0064 0,0000 0,0000 0,0046 0,0042 0,0000
EST10 0,0048 0,0045 0,0000 0,0000 0,0000 0,0293 0,0168 0,0456 0,0893
EST11 0,0652 0,0426 0,0463 0,0358 0,0334 0,0535 0,0504 0,0487 0,0533
EST12 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0306 0,0231 0,0166 0,0000
EST13 0,0121 0,0097 0,0000 0,0049 0,0000 0,0337 0,0222 0,0255 0,0196
EST14 2,6636 2,0846 2,3295 1,4618 1,5870 0,9408 2,3203 1,7993 1,6920
EST15 0,0689 0,0358 0,0440 0,0304 0,0327 0,0236 0,0291 0,0281 0,0197
EST16 0,0199 0,0150 0,0168 0,0177 0,0138 0,0383 0,0483 0,0571 0,0474
EST17 15,7356 10,8029 11,1313 5,56303 10,2467 6,6343 6,6626 5,1316 3,7358
EST18 4,1653 2,0618 1,9215 0,6953 1,6401 2,4848 2,1682 1,4944 1,0747
EST19 0,0209 0,0435 0,0530 0,0531 0,0550 0,2340 0,2940 0,3785 0,3409
EST20 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0074 0,0037 0,0029 0,0000
EST21 3,0612 0,9414 0,9391 0,4836 1,0611 0,9093 0,9194 0,7126 0,6444
EST22 0,0839 0,0402 0,0248 0,0237 0,0343 0,0347 0,0123 0,0117 0,0110
EST23 0,9572 0,6227 0,4593 0,1820 0,3589 0,8814 0,4034 0,2899 0,2713
EST24 0,0561 0,0542 0,0648 0,0454 0,0664 0,0845 0,0789 0,1147 0,0913
EST25 0,0000 0,0038 0,0000 0,0055 0,0092 0,0046 0,0032 0,0000 0,0059
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Tabla A2. Continuacién

Cadigo CTRL CA C.2 S.1 S.2 C.1.12 C.212 S.1.12 S.2.12
EST26 0,1201 0,1478 0,2194 0,1765 0,2117 0,2115 0,2704 0,3198 0,2908
EST27 0,0000 0,0000 0,0053 0,0000 0,0000 0,0000 0,0148 0,0216 0,0084
EST28 0,0000 0,0000 0,0057 0,0041 0,0000 0,0147 0,0095 0,0000 0,0000
EST29 0,5581 0,3750 0,3819 0,3182 0,2835 0,5304 0,4359 0,4414 0,4390
EST30 0,5165 0,5452 0,7986 0,7883 0,9845 0,4503 0,5366 0,6759 0,6778
EST31 1,6916 1,1017 0,9859 0,5642 0,6081 0,7437 0,4976 0,4315 0,4870
EST32 0,3012 0,1825 0,1659 0,0625 0,0892 0,1067 0,0742 0,0300 0,0489
EST33 0,0284 0,0128 0,0190 0,0000 0,0087 0,0140 0,0000 0,0000 0,0080
EST34 0,0304 0,0076 0,0127 0,0000 0,0077 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
EST35 0,0151 0,0000 0,0000 0,0000 0,0060 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
ALD1 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0147 0,0000 0,0110 0,0000 0,0273
ALD2 0,0050 0,0000 0,0055 0,0096 0,0082 0,0027 0,0073 0,0042 0,0082
ALD3 0,0296 0,0320 0,0359 0,0381 0,0359 0,0363 0,0430 0,0323 0,0417
ALD4 0,0275 0,0315 0,0289 0,0352 0,0404 0,1198 0,0444 0,0546 0,0474
ALDS 0,0149 0,0000 0,0000 0,0382 0,0527 0,0048 0,0189 0,0447 0,0141
CET1 0,0000 0,0000 0,0000 0,0080 0,0000 0,0079 0,0077 0,0086 0,0072
CET2 0,0000 0,0111 0,0050 0,0047 0,0000 0,0140 0,0062 0,0258 0,0087
ACI1 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0050 0,0000 0,0046 0,0097 0,0093
ACI2 0,0000 0,0157 0,0232 0,0550 0,0566 0,0237 0,0258 0,0629 0,0774
ACI3 0,0771 0,0880 0,0748 0,0831 0,0731 0,0994 0,0757 0,1016 0,0683
ACl4 0,1586 0,1972 0,2209 0,1701 0,2119 0,2417 0,2205 0,1819 0,2010
ACI5 0,7401 0,7305 0,7689 0,4759 0,7953 0,9542 0,8617 0,5984 0,7332
ACI6 0,0000 0,0095 0,0000 0,0044 0,0058 0,0099 0,0095 0,0048 0,0055
ACI7 0,5173 0,5374 0,3820 0,1513 0,3111 0,4017 0,2952 0,1975 0,1478
ACI8 0,0781 0,0528 0,0509 0,0320 0,0594 0,0657 0,0520 0,0424 0,0294
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Tabla A2. Continuacién

Cédigo CTRL cA c.2 X S.2 C.1.12 C.2.12 S.1.12 S.2.12
TER1 0,0042 0,0096 0,0130 0,0152 0,0187 0,0097 0,0133 0,0140 0,0138
NOR1 0,0000 0,0000 0,0000 0,0137 0,0167 0,0000 0,0080 0,0226 0,0121
LAC1 0,0706 0,0453 0,0381 0,0354 0,0536 0,0601 0,0410 0,0356 0,0390
MIXA1 0,0000 0,0000 0,0066 0,0000 0,0000 0,0162 0,0107 0,0160 0,0097
MIX2 0,0000 0,0133 0,0337 0,0000 0,0000 0,0215 0,0000 0,0000 0,0214
MIX3 0,0000 0,0085 0,0038 0,0073 0,0041 0,0093 0,0043 0,0091 0,0000
MIX4 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0039 0,0053 0,0000 0,0000
MIX5 0,0000 0,0000 0,0051 0,0000 0,0048 0,0056 0,0000 0,0000 0,0000
MIX6 0,0256 0,0061 0,0092 0,0060 0,0000 0,0066 0,0072 0,0053 0,0034
MIX7 0,0000 0,0373 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
MIX8 0,0000 0,0000 0,0000 0,0622 0,0000 0,0345 0,0000 0,0153 0,0501
MIX9 0,0000 0,0406 0,0179 0,0201 0,0151 0,0264 0,0000 0,0260 0,0000

Tabla A3. Areas de los patrones internos de concentracién conocida utilizados en vino terminado. Fuente propia
Cédigo CTRL1 CTRL2 C.1.1 C.1.2 c.2.1 Cc.2.2 S.1.1 S.1.2 S.2.1 S.2.2
2-octanol |45037967| 66010251 | 54499575 | 59896963 | 58350533 | 55196176 | 69224856 |74682478| 53381735 | 64277877
N°";'::ﬁ(‘)° de | 69718458 93987912 | 92178585 | 96027116 | 90476202 | 89550791 | 92491976 |91746037 | 75839839 | 90767028
Af]ig;aﬁ;“i‘:;"' 12452348 | 20082741 | 15119379 | 15560776 | 16854334 | 17995341 | 20033682 | 25254497 | 25361168 | 21639136
Tabla A4. Areas de los patrones internos de concentracién conocida utilizados en vinos envejecidos. Fuente propia
Cédigo C.1.1.12 C.1.2.12 C.2.1.12 C.2.2.12 S.1.1.12 S.1.2.12 S.2.1.12 S.2.2.12
2-octanol 55188001 66355579 54480697 54170550 59304593 74336562 70374081 79334115
N°"r":1'::ﬁ;° de | 53942200 90865497 82840338 83481596 82027119 68412960 82019836 83604916
Af\‘g;aﬁ;“i‘:;"' 15762147 15682398 15853256 17668327 | 17311554 20183815 22246644 | 21469234
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