13TCA - APLICACION DE UNA PREPARACION PECTINOLITICA DE
Aspergillus sojae EN LA ELABORACION DE VINO BLANCO

FRATEBIANCHI DE LA PARRA, D'.; CAVALITTO, S'; RUIZ-LARREA, F~.

!Centro de Investigacion y Desarrollo en Fermentaciones Industriales, CINDEFI
(UNLP-CONICET).

*Instituto de Ciencias de la Vid y del Vino (ICVYV), Logroiio, La Rioja, Espaiia.
E-mail: dantefratebianchi@gmail.com.

Resumen

Se estudio el efecto del un preparado pectinolitico de Aspergillus sojae (PP-AS) en la
elaboraciéon de vinos blancos. Se adiciond PP-AS al mosto de uva blanca para estudiar
el efecto clarificante del mismo durante el desfangado (proceso de “limpieza” del mosto
antes de fermentar), y posteriormente se utilizaron los mostos desfangados para elaborar
vinos blancos secos y analizar su composicion quimica final desde el punto de vista
enoldgico. Un gramo de PP-AS presentd igual numero unidades de actividad
pectinolitica, determinada sobre pectina en condiciones similares a las utilizadas durante
el desfangado (pH 3,5 y 20° C), que un preparado comercial utilizado como testigo en
los ensayos. Segin los resultados obtenidos, los mostos tratados con PP-AS
disminuyeron su turbidez significativamente respecto a los mostos control, y hasta
valores considerados optimos (100-250 NTU) para su posterior uso en la elaboracion de
vinos blancos de calidad. Los vinos blancos elaborados con PP-AS exhibieron un mayor
contenido de acido L-malico y un menor contenido de &cido L-lactico respecto a los
vinos elaborados sin enzimas, efectos buscados en la elaboracion ciertos tipos de vinos
blancos secos.

Introduccion

La vinificacidon en blanco se denomina a toda vinificacion en la que solo interviene la
fase liquida, sin hollejos, pudiéndose realizar este tipo de elaboracion con otras uvas que
no sean blancas para poder obtener asi otros tipos de vinos. La elaboracién de un vino
blanco joven incluye varias etapas. Una vez llegado el momento de la vendimia, la uva
es transportada entera hacia la bodega para evitar oxidaciones, y favorecer la obtencion
de un color pélido en el vino blanco. Generalmente luego se realiza el despalillado y
prensado de las uvas. Durante el prensado se liberan los azucares contenidos en la
pulpa, asi como los polifenoles localizados en la piel y las semillas de las uvas, y los
polisacaridos estructurales (celulosas, hemicelulosas, y pectinas). Este mosto contiene
solidos de diverso origen y macromoléculas en solucion, y que influyen en la turbidez
del jugo; particularmente las sustancias pécticas cumplen un rol importante en la
turbidez del mismo (Ribereau-Gayon et al., 2006). El desfangado estatico consiste en la
clarificacion del mosto por sedimentaciéon de solidos suspendidos, de composicion
esencialmente vegetal, por accion de la gravedad. Un mosto desfangado mejora la
calidad organoléptica del vino blanco, al inducir a las levaduras a la formacion de una
menor concentracion de alcoholes superiores y acidos grasos volatiles (Flanzy, 2000), y
a una mayor concentracion de acetatos de alcoholes superiores y ésteres de acidos
grasos (Ribéreau-Gayon et al., 2006). Durante el proceso, la carga microbiana
disminuye sensiblemente, por lo que los mostos clarificados son menos proclives de
sufrir fermentaciones indeseadas.
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Las enzimas pectinoliticas son capaces de degradar los polimeros de pectina de la pared
celular de las plantas, por lo que se utilizan para disminuir la viscosidad del mosto de
uva blanca y acelerar e incrementar el grado de sedimentacion durante el desfangado.
Aspergillus sojae ATCC 20235 es un hongo filamentoso que produce elevada actividad
pectinolitica, e hidroliza acido poligalacturdnico a valores de pH cercanos a 3,0.

Objetivos

Se estudio el efecto clarificante de una preparacion pectinolitica de A. sojae al ser
agregado al mosto de uva blanca durante el desfangado, y se lo comparé con el efecto
clarificante de un preparado pectinolitico comercial normalmente utilizado en enologia,
y con un control sin el agregado de enzimas.

Se elaboraron vinos blancos a partir de los mostos obtenidos y se analizd la
composicion quimica final de los mismos desde el punto de vista enologico.

Metodologia

Se emplearon dos preparaciones enzimaticas con actividad pectinolitica en la
elaboracién de vino blanco: un preparado pectinolitico obtenido de Aspergillus sojae
ATCC 20235 (de ahora en adelante simplemente PP-AS), y el preparado comercial
Lallzyme C-max de la casa Lallemand S.A.

PP-AS se obtuvo a partir de cultivos sumergidos de A. sojae realizados con sulfato de
amonio y cascara de naranja pulverizada como fuente inica de carbono. Finalizados los
cultivos, el micelio y los restos soélidos se separaron del medio de cultivo mediante
centrifugacion (6000 rpm por 20 minutos) seguida de filtracion del sobrenadante por
tela muselina. Luego el sobrenadante se refiltré a través de filtros de nitrato de celulosa
de 0,45 pm de tamano de poro, se concentré6 mediante la utilizaciéon de un cartucho de
flujo tangencial (Sartorius ®, 10.000 MWCO), y se lavd con cinco voliumenes de buffer
citrico/fosforico pH 5,0 por diafiltracion, utilizando el mismo cartucho. El concentrado
resultante, denominado PP-AS se liofilizo y se conservo a 4° C hasta su utilizacion.

Se estudio la actividad pectinolitica tanto de PP-AS como de Lallzyme C-max. Los
preparados se resuspendieron por separado en agua miliQ, de forma tal de obtener una
solucion de 0,1 g/ml de cada uno. Por un lado se determiné actividad poligalacturonasa
a 35° Cy pH 5,0, utilizando como sustrato acido poligalacturénico. Por otro lado, con el
fin de asemejar las condiciones de reaccion a las que acontecen durante la elaboracion
de vinos, se determin6 actividad polimetilgalacturonasa a 20° C y pH 3,5, utilizando
pectina de manzana como sustrato. En ambos casos, las actividades enzimaticas se
determinaron siguiendo el incremento de grupos reductores por colorimetria utilizando
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS; Miller, 1959). Los sustratos utilizados se prepararon al
0,2% p/v en buffer acético/acetato 20mM al pH correspondiente, la relacion
enzima/sustrato fue 1:10 volumenes, y el tiempo de ensayo 10 minutos. Una unidad de
actividad enzimatica se definié como la cantidad de enzima que cataliza la liberacion de
1 pmol de acido galacturdnico por minuto, en las condiciones de reaccion dadas.

Tipo de uva utilizada y ensayos de desfangado.

Se utiliz6 uva blanca (Vitis vinifera) variedad Viura, proveniente de La Rioja, Espaiia.
Un total de 65 kg de uvas se despalill6 manualmente, y posteriormente se sometio a un
ciclo de prensado suave utilizando una prensa neumadtica. EI mosto obtenido se recibi6
en un depdsito de 100 litros, e inmediatamente después se suplementd con 92 mg/L de
metabusilfito de potasio (MBS). Tanto el desfangado como las microvinificaciones se
realizaron en recipientes cilindricos de vidrio de 3,8 litros de capacidad, con boca
amplia y tapa a rosca, esta Ultima perforada en el centro para la insercion de una valvula
tipo “airlock”, que permite la salida de CO, del sistema y restringe el ingreso de aire.
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El mosto se reparti6 equitativamente en cada uno de los recipientes, llenados a tope de
capacidad, y se utilizd para realizar ensayos de desfangado con enzimas. Se realizaron
cuatro tratamientos distintos:
- Adicion de Lallzyme C-max (Lallemand S.A.) a razén de 0,114 g/ 3,8 L mosto
(3 g/ hL mosto) (L).
- Adicion de PP-AS en dos cantidades diferentes:
0,02 g/ 3,8 L mosto (AS 1).
0,01 g/ 3,8 L mosto al inicio de la maceracion + refuerzo de PP-AS a las
16 horas, dejando 0,04 g/ 3,8 L mosto hasta el final del ensayo (AS 2).
- Control sin agregado de enzimas (C).
Los tratamientos de maceracion se realizaron por cuadruplicado durante 38 horas en
cuartos a temperatura controlada entre 18 y 22° C. El efecto de las enzimas en la
clarificacion del mosto a lo largo de la maceracion se registré mediante determinaciones
periddicas de turbidez utilizando un turbidimetro. El indice de turbidez se expresé como
NTU (Unidad de Turbidez Nefelométrica), que es el valor correspondiente a la
intensidad de la luz desviada por una suspension estandar de formazina, a un angulo de
90° con respecto a la radiacion incidente. Finalizados los ensayos se procedio al
desfangado, para lo cual el sobrenadante de los recipientes se trasegd en forma separada
a cuatro depositos de 15 litros, uno por cada tipo de mosto (L, AS1, AS2, C),
eliminando asi las lias presentes en los recipientes. Para el caso de los mostos L y ASI,
se ajusto la turbidez a 200 NTU con sus respectivas lias provenientes del desfangado.
El mosto contenido en cada uno de los cuatro depdsitos se repartid equitativamente en
tres recipientes cilindricos de 3,8 litros a razon de tres litros por recipiente, y
posteriormente cada recipiente se inoculd con levaduras seleccionadas (Lalvin 71B de
Lallemand S. A.) a una concentracion de 30 gramos de levadura seca por cada 100 litros
de mosto. De este modo, se elaboraron vinos blancos por triplicado, con mostos
producto de cuatro tratamientos distintos (C, L, AS1, AS2). Las fermentaciones se
llevaron a cabo en cuartos a temperatura controlada entre 18 y 20° C. El progreso de la
fermentacion alcohdlica se monitore6 diariamente mediante medidas de turbidez y de
densidad e indice de refraccion (utilizando un aredmetro y un refractometro), por ser
estos dos ultimos pardmetros proporcionales al contenido de azucares disueltos.
Finalizadas las fermentaciones, los vinos blancos se mantuvieron a 20° C durante 12
dias, luego se trasegaron a recipientes limpios para eliminar las lias gruesas, y se
sometieron a maceracion post-fermentativa a 5° C durante 40 dias para promover la
clarificacion estatica de los mismos. Durante este ultimo periodo se realizé un trasiego
adicional a todos los vinos. Finalmente los vinos se guardaron en botellas de vidrio de
500 ml de capacidad y se almacenaron a 5° C, previa adicién de 50 mg / L. de MBS.
Andlisis del mosto
Se realizaron determinaciones de pH, acidez total, densidad y turbidez segin los
métodos oficiales de la OIV (O.1.V., 2013). El contenido de 4cido L-madlico y L-l4ctico
se determin6 siguiendo los métodos enzimaticos oficiales descritos por la OIV (O.1.V.,
2013), y utilizando kits enzimaticos comerciales (L-Malic acid Cat. No. 10 139 068 035
y L-Lactic acid Cat. No. 10 139 084 035; Boehringer Mannheim / R-Biopharm). El
nitrégeno facilmente asimilable (aminodcidos libres y cation amonio, NFA) se
determin6d mediante valoracion con hidroxido de sodio del descenso de pH producido
por la formacion de derivados metilénicos de amonio y aminoécidos luego de la adicion
al mosto de un exceso de metanal (Garcia Barcelo, 1990).
Andlisis del vino blanco
Se realizaron determinaciones de pH, acidez total, dioxido de azufre libre y total,
turbidez y azicares reductores siguiendo los métodos oficiales de la OIV (O.1.V.; 2013).
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La acidez volatil real se determind por destilacion directa de un volumen de vino
seguido de valoracién de una fraccion del destilado por el método de Garcia-Tena
(Garcia Barcelo, 1990). El grado alcoholico se determind por ebullometria, basada ésta
en la Ley de Raoult relativa a la disminucion del punto de ebullicion, empleando un
ebullometro marca Gab y segun la metodologia descrita por el fabricante. El contenido
de 4acido L-malico y L-lactico se determin6 de la misma forma que al mosto.

Resultados

La Tabla 1 muestra los valores de actividad enzimdtica presentes en ambos preparados,
determinados frente a acido poligalacturénico (PGA) a pH 5,0 y 35° C, y frente a
pectina de manzana a pH 3,5 y 20° C, siendo esta ultima condicién mas semejante a las
que ocurren durante la elaboracion de vinos.

TABLA 1. Actividades enzimaticas por gramo de preparado

a.q ] Actividad
N Actividad poligalacturonasa A er
Preparado Pectinolitico W o) polimetilgalacturonasa
g deprep (U/g de preparado)
PP-AS 9233+ 76 219 +42
Lallzyme C-max 1280 + 168 215+ 32

Actividad poligalacturonasa determinada sobre acido poligalacturénico a pH 5,0 y 35° C
Actividad polimetilgalacturonasa determinada pobre pectina de manzana a pH 3,5 y 20° C

Comparando los valores de actividad enzimatica de ambos preparados, observa que PP-
AS es al menos 7 més activo frente a PGA a pH 5,0 y 35° C que Lallzyme C-max. Por
otro lado, la actividad de PP-AS frente a pectina a pH 3,5 y 20° C es similar a la de su
par comercial.

La composicion analitica del mosto de Viura prensado y despalillado se muestra en la
Tabla 2. Un valor de densidad de 1080 g/L corresponde aproximadamente a un
contenido de azlcares totales de 187 g/LL y a un grado probable volumétrico de 11,1 %,
ya que se admite que son necesarios 17 g/L de azucares para producir un grado
alcoholico en la vinificacion en blanco. Un mosto con un nivel inicial de aztcares de
alrededor de 200 g/L debe contener al menos 150 mg/L de nitrégeno para no
considerarse deficiente en éste (Henschke y Jiranek, 1993), por lo que el mosto utilizado
presenta un nivel de NFA suficiente.

TABLA 2. Analisis del mosto de uva blanca

Densidad (g/L) o Acidez total NFA .
a20°C SEEAUE (g/L de acido tartarico) | (mg/L de N) s eleza QN
1080 3,35 6,0 196 1040

A lo largo del desfangado, los mostos suplementados con los preparados enzimaticos
experimentaron un descenso de turbidez que fue, finalizado el tratamiento,
significativamente mayor que el que experimentaron los mostos sin el agregado de
enzimas (C) (Fig. 1.). A las 36 horas de comenzado el tratamiento los mostos tratados
con 0,02 g/ 3,8 L de PP-AS (ASI1) tenian un promedio de 404 NTU, mientras que la
turbidez media de los mostos tratados con 0,04 g / 3,8 L de PP-AS (AS2) fue de 151
NTU. Los mostos tratados con Lallzyme C-max presentaban después de 14 horas menos
de 50 NTU de turbidez, valores que se mantuvieron hasta el final del tratamiento.
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Cabe destacar que la cantidad de PP-AS utilizada en los ensayos de desfangado fue casi
3 y 6 veces menor que la cantidad de Lallzyme C-max (segin se compare con AS1 6
AS2), puesto que las actividades especificas de dichos preparados sobre pectina a pH
3,5 y 20° C son similares entre si (Tabla 1). Un desfangado excesivo (turbidez < 100
NTU) puede conllevar al empobrecimiento del mosto en nutrientes nitrogenados (Lopez
Martin et al., 2004), y a disminuir el aroma afrutado caracteristico de vinos blancos
secos (Ribereau-Gayon et al., 2006), por lo que la cantidad de Lallzyme C-max
agregada a los mostos L seria excesiva para el tiempo que dur6 el tratamiento, mientras
que la cantidad de PP-AS adicionada a los mostos AS2 se considera adecuada.
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FIGURA 1. Evolucién de la turbidez durante la maceracion pre-fermentativa. (¢) Control sin agregado de
enzimas (C); (m) Lallzyme C-max (L, 0,114 g / 3,8 L); (o) PP-AS (AS1, 0,02 g/ 3,8 L); (A) PP-AS
(AS2,t<16hs 0,01 g/ 3,8 L, t> 16hs 0,04 g /3,8 L). | indica el momento de adicion del refuerzo de PP-
AS a AS2. En la figura se indican los valores finales de turbidez a las 36 horas de tratamiento.

Pasados seis dias de inoculados los mostos, la densidad, directamente proporcional al
contenido de azucar, llegd a un valor constante en todos los vinos, indicativo del fin de
la fermentacion alcohodlica. Los parametros fisicoquimicos de los vinos producidos con
los mostos desfangados enzimaticamente (L, AS1, AS2) fueron en lineas generales
similares a los de los vinos producidos con el mosto control (C) (Tabla 3). Los valores
de azucares reductores residuales de todos los vinos permiten clasificarlos dentro de los
vinos secos (azucares residuales < 5 g/L; OIV, 2013). Todos los pardmetros se
encontraron dentro de los limites permitidos.

TABLA 3. Composicion analitica final de los vinos blancos

C L AS1 AS2
Aziicares reductores (g/L) 2,16+0,08 | 2,42+0,12 | 2,35+0,03 | 2,31+0,04
pH 3,16+0,02 | 3,14+0,01 | 3,14+0,01 | 3,13+0,01
Acidez Total (g/L de 4cido tartarico) 6,2 +0,1 5,9+0,1 5,8+0,1 6,0+0,1

Acidez Volatil (g/L de acido acético) | 0,16+0,02 | 0,15+0,01 | 0,15+0,01 | 0,16+0,02
Grado alcohélico (% a 20° C) 10,7+ 0,10 | 10,7+0,06 | 10,7=+0,01 10,7 + 0,01
Acido sulfuroso libre (mg/L) 3,41 +1,95 6,19+0,37 | 5,55+0,74 | 5,55+0,37
Acido sulfuroso total (mg/L) 11,20+ 1,60 | 16,53 £0,92 | 13,33 +0,92 | 14,93 + 0,92
Turbidez (NTU) 6,30+0,39 | 7,16£030 | 625+027 | 815+0,29
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C, control sin agregado de enzimas; L, Lallzyme C-max (0,114 g/ 3,8 L); AS1, PP-AS (0,02 g/ 3,8 L);
AS2, PP-AS (t<16hs 0,01 g/3,8 L, t> 16hs 0,04 g /3,8 L).
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FIGURA 2. Contenido de 4cido L-malico (A) y de acido L-lactico (B) del mosto desfangado y de los
vinos blancos. C, control sin agregado de enzimas; L, Lallzyme C-max (0,114 g / 3,8 L); AS1, PP-AS
(0,02 g/3,8 L); AS2, PP-AS (t< 16hs 0,01 g/ 3,8 L, t > 16hs 0,04 g /3,8 L); Mosto, mosto de uva blanca
desfangado.

El contenido de acido L-malico y de L-lactico difiere significativamente entre los
distintos vinos (Fig. 2). Se observa que el contenido de 4cido L-maélico de los vinos AS1
y AS2 es un 19 % mayor que el de los vinos L, y un 42 % mayor que el de los vinos C.
A su vez, los vinos AS1 y AS2 son los que presentan niveles residuales de acido L-
lactico, mientras que los vinos C son los que poseen niveles que indican el inico de una
fermentacion malolactica. Los vinos blancos, como los vinos blancos secos elaborados
en la zona de La Rioja, Espafia, se caracterizan por su sabor fresco y por ello se intenta
conservar el 4cido malico y evitar la fermentacion malolactica con el fin de mantener la
acidez y caracteristicas varietales frescas y afrutadas (Boulton et al.,1999). Esta aparente
represion de la flora bacteriana en los vinos cuyos mostos han sido tratados con
enzimas, y especialmente en los tratados con PP-AS, puede deberse a una menor carga
bacteriana en los vinos debido a un desfangado mas eficaz, 6 bien a alglin tipo de
compuesto con actividad antimicrobiana que pueda estar presente en PP-AS. En
cualquier caso, se observa que los niveles de 4cido L-malico se han preservado
considerablemente en los vinos producidos a partir de los mostos tratados con PP-AS, lo
cual es un aspecto positivo y buscado en la elaboracion este tipo de vinos blancos
jovenes.

Conclusiones

Los valores de actividad pectinolitica especifica del preparado de A. sojae (PP-AS),
determinada en condiciones similares a las utilizadas en la elaboracién de vinos blancos
y tintos (pH 3,5 y 20° C), fueron similares a los de un preparado comercial normalmente
utilizado en la clarificacion de mosto y vino. Estos resultados dan cuenta del potencial
de PP-AS para ser utilizado en procesos de clarificacion.

Los mostos tratados con el preparado PP-AS, experimentaron durante el desfangado un
marcado descenso de turbidez respecto a los mostos sin tratar, y con una turbidez media
de 151 NTU, el cual es un valor considerado como 6ptimo la utilizacion del mosto en la
elaboracion de vinos blancos de calidad.

La fermentacion alcohodlica transcurrid sin inconvenientes, y se obtuvieron vinos
blancos secos, con parametros quimicos normales y adecuados. El contenido de acido
L-malico de los vinos blancos elaborados de a partir del mosto desfangado con PP-AS
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fue significativamente mayor que el contenido de 4cido L-malico de los demas vinos
blancos elaborados, lo cual es positivo para la elaboracion de vinos blancos secos con
caracteristicas de frescor y que conserven sus aromas varietales afrutados.
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