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RESUMEN

La satisfaccion de las preferencias del consumidor es el principal objetivo al elaborar
un vino hoy en dia. El aroma es el elemento principal en la diferenciacién de los
vinos y una forma de influir en él es la eleccidon de la levadura para llevar a cabo la
fermentacion alcohdlica. Existe una amplia oferta de éstas en el mercado, cada una
presentada como Unica en sus caracteristicas fermentativas y organolépticas. El
presente trabajo se centra en la comparacién de la contribucién al aroma del vino
realizada por distintas cepas comerciales de levaduras vinicas a través de tres
aproximaciones experimentales: analisis quimico, sensorial, y olfatométrico. Esto
fue estudiado en fermentaciones de escala laboratorio en mosto sintético con el fin
de aislar la contribucién aromatica de los compuestos sintetizados por la levadura.
Seis cepas comerciales fueron escogidas por sus caracteristicas aromaticas.
Diferencias sensoriales significativas fueron determinadas entre la mayoria de los
vinos (7 de 9 comparaciones pareadas). Perfiles aromaticos mas semejantes fueron
observados en vinos fermentados a 15° C que en vinos fermentados a 28° C. El
analisis quimico reveld que 13 compuestos volatiles poseian valores de OAV mayor
que 1. Diez y once de estos compuestos presentaron diferencias significativas en
concentracion entre vinos fermentados a 15° C y a 28° C, respectivamente. Los
resultados olfatométricos sefialan la importancia de las relaciones entre aromas en
el perfil aromatico del vino y las diferencias observadas. Finalmente, este trabajo
presenta evidencia sobre la contribucion diferencial de las levaduras comerciales
vinicas al aroma del vino. Esta se relaciona con diferencias en concentracién en
compuestos especificos y grupos de compuestos. Se propone que relaciones entre
aromas frutosos y microbioldgicos, y la concentracion de compuestos relacionados a
ellos, son importantes para la diferenciacion entre vinos elaborados por distintas
cepas.

Palabras Claves: fermentaciones vinicas, levaduras comerciales vinicas, aroma del
vino, cromatografia gaseosa acoplada a olfatometria (GC-0), cromatografia
gaseosa acoplada a espectrometria (GC-MS), evaluacion sensorial.



ABSTRACT

Customer satisfaction is the key driver for product design in wine making industry.
Aroma plays a key role in wine differentiation. One way to tailor aroma profiles in
wine is by choosing the right yeast to carry out the alcoholic fermentation. There is
a wide range of commercial wine yeasts available in the market. Each one is
presented as possessing unique fermentative and organoleptic characteristics. This
work aims to compare commercial wine yeast contribution to wine aroma through
three experimental approaches: chemical analysis, sensorial analysis, and
olfatometric analysis. This was studied in laboratory fermentations using synthetic
must to isolate the contribution of aromatic compounds synthesized by yeast. Six
commercial wine yeasts were chosen based on aromatic characteristics. Statistically
significant sensorial differences were determined between most wines (7 of 9 paired
comparisons). More homogeneous aromatic profiles were observed in wines
fermented at 15° C compared to wines fermented 28° C. Chemical analysis revealed
13 volatile compounds with OAVs greater than 1. Ten and eleven of these
compounds showed significant concentration differences between the wines
fermented at 28° C and 15° C, respectively. Relationships between aroma families
and their effect on the sensory profile were found by olfatometric analysis. This
work presents evidence about the differential contribution of commercial wine yeast
strains to wine aroma, which can be attributed to concentration differences in both,
specific compounds and groups of compounds. It is proposed that relationships
between fruity and microbiological aromas, and their concentrations, are important
for wine differentiation produced by different yeast strains.

Keywords: Wine fermentation; Wine aroma; Wine yeast; GC-0O; GC-MS; Sensorial
Analysis



1. INTRODUCCION

El presente trabajo se enmarca en el estudio de los aromas del Vino, producidos
durante el proceso de fermentacion alcohdlica por la acciéon de la levadura
Saccharomyces cerevisiae, y se centra en el impacto de distintas cepas comerciales
existentes en el mercado.

El vino es definido como una bebida alcohdlica producto de la fermentacion de jugo
de uva, cuyos componentes principales son etanol, agua y compuestos minoritarios
(Waterhouse & Kennedy, 2004). Su origen se remonta a tiempos ancestrales, con
evidencias arqueoldgicas encontradas en Mesopotamia ya desde aproximadamente
el afio 5400 A.C. (McGovern et al., 1996). Dentro de estos compuestos minoritarios
hay una infinidad de compuestos volatiles aromaticos, presentes en muy baja
concentracidon pero que dan caracteristicas Unicas en sabor y aroma a cada vino.
Estos aromas tienen cuatro origenes posibles: la baya de uva, procesos pre-
fermentativos, procesos fermentativos, y procesos post-fermentativos (Rapp &
Mandery, 1986).

La industria del vino ha evolucionado durante los Ultimos afios, tanto en nuestro
pais, como a nivel mundial, pasando de una industria antigua y tradicional a una
moderna, preocupada por encontrar soluciones a los mas variados problemas a
través de la aplicacion de nuevas tecnologias. Las propiedades aromaticas del vino
son un elemento primordial en la diferenciacion de éstos. Por su parte, el mercado
del vino ha cambiado debido a que los consumidores se han vuelto cada vez mas
exigentes, transformando la orientacion de la elaboraciéon del vino hacia las
preferencias del consumidor (Bisson et al., 2002; Pretorius & Bauer, 2002). En este
contexto, una forma de intervenir las propiedades aromaticas del vino es a través
de la eleccidon de la levadura utilizada para realizar la fermentacion. En efecto, su
impacto en la complejidad quimica es significativo y Unico (Antonelli et al., 1999;
Fraile et al., 2000; Romano et al., 2003; Erasmus et al., 2004; Swiegers et al.,
2005; Regododn Mateos et al., 2006; Orlic et al, 2007). La caracterizaciéon quimica,
sensorial y olfatométrica de las principales levaduras comerciales presentes en el
mercado y su impacto sobre el perfil aromatico del vino es el objetivo de esta tesis.
Esto es realizado a través del analisis de vinos obtenidos por fermentaciones en
escala de laboratorio de mosto sintético. El uso de mosto sintético permite aislar la
contribucion aromatica de los aromas fermentativos sintetizados por la levadura,
separandola de la contribucion de los aromas varietales revelados. Esta
aproximacion al estudio de los aromas fermentativos no ha sido utilizada en
anteriormente.

Esta tesis posee la siguiente estructura: un primer capitulo introductorio con los
elementos necesarios para la realizacion de este trabajo, un segundo capitulo con
los objetivos generales y especificos del proyecto, un tercer capitulo con las técnicas
utilizadas para la ejecucién de los experimentos, un cuarto capitulo con los
resultados y su discusion correspondientes, y un quinto capitulo final con las



conclusiones finales del trabajo. Ademas se adjunta una seccién de anexos donde se
presentan con mayor detalle varios trabajos realizados durante esta tesis,
vinculados con diversos elementos de ésta.

La introduccién considera las siguientes partes:

Una breve revision de trabajos previos sobre la influencia de la cepa de levadura en
los aromas presentes en el vino y una motivacién del trabajo presentado en esta
tesis a partir de la revisién realizada.

Definicion del vino, su industria y su mercado.

Caracterizaciéon del aroma del vino y las variables que influyen en él y como
analizarlo.

Una resefia sobre las levaduras vinicas, su uso y mercado actual.

Una revision de las técnicas de extraccién de compuestos aromaticos en el vino,
necesarias para aislar la componente aromatica de una muestra.

Los principios de la cromatografia gaseosa acoplada a la espectrometria de masa
como técnica de analisis quimico junto con sus principales aplicaciones en el estudio
de los compuestos volatiles presentes en el vino.

Los principios de la cromatografia gaseosa acoplada a la olfatometria como técnica
de analisis de los compuestos aromaticos.

Los principios del analisis sensorial, utilizado para el estudio del aroma.

La hipotesis formulada al inicio de este trabajo.

1.1 Motivacion: Breve revision de trabajos anteriores

El aroma del vino ha sido estudiado extensamente por distintos autores debido a
que es un elemento diferenciador. El aroma del vino resulta de la mezcla de una
gran cantidad de compuestos, los cuales son producto de la contribucion de las
diversas etapas de produccién, desde la baya hasta la de maduracién en barrica. El
aroma del vino en general, asi como elementos particulares de éste, e.g. ciertas
notas aromaticas especificas, han sido estudiados en profundidad. Estos estudios
han tenido tanto un enfoque orientado a la caracterizacion aromatica como un
enfoque orientado a la determinacién de las variables que mas influyen en él (Kinzer
y Schreier, 1980; Rapp, 1998; de Revel et al., 1999). Otros estudios se han
centrado en ciertos tipos de vino, diferenciados por su origen geografico (Bonino et
al., 2003; Alves et al., 2005; Bailly et al., 2006), o por una modificacion en el
proceso de elaboracién (Aznar et al., 2001; Campo et al., 2006), o la variedad de
baya utilizada en su produccion (Buettner, 2004; Belancic & Agosin, 2007). Este
trabajo apunta a cuantificar la contribucion realizada por la accién de la levadura S.
cerevisiae en los aromas del vino durante el proceso de fermentacidon alcohdlica.
Cabe sefialar que esto ya ha sido abordado previamente (Rapp, 1998; Swiegers et



al., 2005), demostrandose que por accion de la levadura la complejidad quimica de
un mosto después de fermentar aumenta significativamente (Figura 1-1).

Figura 1-1: Cromatograma de mosto sin fermentar (Arriba) y de su vino correspondiente
(Abajo), Variedad Morio-Muskat (Rapp, 1998)
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Como se puede observar, el nimero de picos en cada cromatograma, donde
idealmente cada uno representa a un compuesto quimico vinico, aumenta
considerablemente al comparar el cromatograma proveniente del mosto, previo a
fermentar, y el otro obtenido del mosto después de fermentado. Sin embargo, a
pesar que el efecto de la levadura en la complejidad quimica del vino ha sido
demostrado, no existe total claridad respecto del papel de la levadura en la
produccidon del vino. Al respecto, Thorngate (1998) discute los dos postulados
principales existentes en la industria respecto de las levaduras vinicas: 1) las
levaduras nativas presentes en las bodegas influyen en la calidad aromatica de un
vino y éstas han sido seleccionadas naturalmente, y 2) hay diferencias en la
contribucion aromatica que hace cada cepa de levadura y ese efecto es significativo
a nivel sensorial. Thorngate concluye, primero que las cepas de S. cerevisiae no han
evolucionado bajo presiones selectivas y que éstas no exhiben un desempefio
consistente en el tiempo, por lo que la segunda afirmacién del primer postulado es
falsa; y segundo que a pesar de que existen diferencias en los compuestos
aromaticos producidos, dado el alto niumero de otros factores que pueden afectar la
componente aromatica del vino no se puede llegar a una conclusion definitiva al
respecto. Por lo tanto el segundo postulado aparece incierto, y el autor propone mas
estudios al respecto.

Asi, diversos estudios se han enfocado en la diferenciacion de vinos fermentados por
distintas levaduras (Antonelli et al., 1999; Fraile et al., 2000; Delfini et al., 2001;
Erasmus et al., 2004; Regoddon Mateos et al., 2006; Orlic et al., 2007). Ninguno de



estos estudios se ha centrado en aislar la contribucién aromatica de una cepa de
levadura especifica, separandolo de los efectos propios del uso de una variedad de
uva determinada, del procesamiento de las uvas y de los parametros de
fermentacion. Tampoco éstos se han centrado exclusivamente en la sintesis de
compuestos aromaticos por la levadura, aislando el efecto revelador de aromas
varietales realizado también por las mismas. Este es el aporte del trabajo
presentado en esta tesis, la cual pone énfasis en la sintesis de compuestos
aromaticos producidos por la levadura durante de una fermentacion vinica,
separandola del efecto de variedad de mosto utilizado y del efecto revelador de
compuestos aromaticos varietales que suele ejercer también la levadura. De esta
forma, utilizando condiciones controladas de laboratorio pero al mismo tiempo
tratando de emular las condiciones industriales de operacién, se compara la
componente aromatica entregada al final de la fermentacion por distintas cepas de
levaduras vinicas comerciales, desde un punto de vista quimico, olfatométrico y
sensorial.

1.2 El Vino

El vino, como fue mencionado anteriormente, es una bebida alcohdlica producto de
la fermentacion de jugo de uva, cuyos componentes principales son etanol, agua y
compuestos minoritarios. (Tabla 1-1).

Tabla 1-1: Concentracion (porcentaje volumen-volumen) de componentes principales y

compuestos minoritarios (mg/L) del vino.

Componentes Concentracion [%o Compuestos Concentracion
Mayoritarios volumen-volumen] Minoritarios [mg/L]
Agua 85
Etanol 12
Glicerol 7000
Acidos G000
Fenoles 1800
Minerales 1200
Arlcarses 750
Amineacidos 530
Compuestos o Alcoholes 00
Minoritarios i Superiores T
Avcidez Volatil 300
Sorhitol v Manitol 300
sulfitos a0
Acetaldehido /0
steres &0
Subtotal 18710
Total 100

(Waterhouse & Kennedy, 2004)



10

Como se observa en la tabla anterior, los componentes minoritarios representan
una muy pequefia parte de la composicion principal, pero dentro de estos
componentes minoritarios, la composicion es muy variada, entre ellos se encuentran
compuestos aromaticos.

1.2.1 Historia del Vino en el Mundo

El consumo del vino se remonta a los comienzos del hombre. El vino ha tenido un
papel cultural, econémico y religioso para el mundo occidental desde el comienzo de
las grandes civilizaciones. Su produccién y consumo se inicia con el cultivo de la vid,
el que se supone comienza entre los rios Tigris y Eufrates, que corresponde hoy a
Irak, hace mas de 5.000 afios. Existen registros historicos del cultivo de la vid y la
elaboracién de vino en el Imperio Asirio Babildnico, Egipto, la Antigua Grecia y el
Imperio Romano. Es este Ultimo el que difunde la vitivinicultura al mundo
occidental. Después de la caida del Imperio Romano, el cultivo de la vid disminuye y
se mantiene en castillos feudales y conventos. Durante ese tiempo, el vino era
destinado para la élite y su consumo era localizado. Entre los siglos XII y XVII, la
vitivinicultura aumenta, dado el crecimiento de las ciudades y el traspaso de parte
del cultivo de los vinedos a la burguesia. En el siglo XVIII, aparecen los grandes
vinos de Champagne, Burdeos y Jerez. La vid es transportada hacia América por la
conquista espafola y la expansién del cristianismo en el siglo XVI, expandiéndose su
cultivo a México y Sudamérica. Del mismo modo, su cultivo también se expande a
Sudéfrica con la colonizacion europea de Africa. EI comercio del vino crece durante
todo este tiempo, muchas veces ligado a la politica, transformandose finalmente en
una industria moderna (Hernandez, 2000).

Durante esta larga historia, la forma de producir el vino se mantuvo en el tiempo de
manera casi intacta, con cambios muy pequefios durante la mayor parte de su
historia, hasta comienzos del siglo XX, donde se realizan los cambios que la
transforman en la industria que es hoy. Asi, su produccion y almacenaje, comienza
con las “dolias”, grandes contenedores hechos de arcilla utilizados en la antigliedad
para la fermentacién y su almacenaje, para ser reemplazado por el uso de las alun
actuales pero muy antiguas barricas, toneles y cubas de madera en el siglo I A.C.,
las cudles son reemplazadas recién durante el siglo pasado por estanques de
hormigén, luego por estanques de fierro epoxicado, y finalmente por los actuales
estanques de acero inoxidable (Hernandez, 2000). El entendimiento del proceso
fermentativo fue descubierto en 1789 por Antoine Lavoisier, quién realizd los
primeros estudios en fermentaciones alcohdlicas. Por su parte, en 1857, Louis
Pasteur demostr6 que el vino era producido por organismos microscopicos
denominados levaduras. Esto llevd a una serie de descubrimientos sobre las
levaduras, debido principalmente a que los microscopios de la época hicieron posible
su estudio con el financiamiento de las industrias relacionadas a las fermentaciones

alcohdlicas (Barnett, 2003).1.2.2 Historia del Vino en Chile

La historia del vino en Chile comienza en la época de la Colonia, con vifias plantadas
por colonizadores espafioles, orientadas principalmente a la celebracién eucaristica
y al consumo local. A pesar de la proteccidon realizada por el reino de Espara del
comercio de sus vinos en Chile, dada sus condiciones de lejania y problemas con
alzamientos indigenas, se tenia la venia real para la plantacion de vinas, por lo que
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el cultivo de las vides creci6 y se extendid ampliamente. Después de la
Independencia, Chile ya es un pais con amplias plantaciones, pero con una
produccion destinada al consumo local y a exportaciones a los paises vecinos
solamente, mientras se continuaba elaborando el vino de la misma forma que
durante la Colonia. Pero en 1851, Silvestre Ochagavia Echazarreta trae desde
Burdeos, Francia, las mas destacadas variedades francesas: Cabernet Sauvignon,
Cot (Malbec), Merlot, Pinot Noir, Sauvignon, Chardonnay, Semillon y Riesling. Este
ejemplo es seguido por varios agricultores de la época, quienes continldan
importando diversas cepas francesas, con una exitosa adaptacién en las tierras
chilenas. Durante este tiempo la vitivinicultura chilena se convierte en una actividad
relacionada con la distincion social de una familia, sélo realizada por los agricultores
suficientemente acaudalados. Al mismo tiempo, y debido a la accién de la plaga
filoxera, insecto norteamericano que devasta los cultivos europeos, una gran
cantidad de endlogos franceses llegan a Chile y se encargan del cuidado de estos
cultivos. Este fendmeno no es exclusivo de Chile, sino que también se observa en
los paises vecinos y en California con endlogos y expertos europeos. Es en este
periodo que la vitivinicultura chilena presenta su mayor crecimiento y prosperidad, y
en el cual en 1877 por iniciativa de Macario Ossa comienza la exportacion de los
vinos chilenos a Europa. De esta forma a comienzos del siglo XX, la industria
vitivinicola era similar a la de los paises europeos, pero por problemas de
sobrepoblacion de vifiedos y legislaciones negativas para la industria, ésta cae en
decadencia. Es nuevamente a partir del afio 1986 que comienza a resurgir la
vitivinicultura chilena, gracias al éxito de exportaciones de vinos finos, con el
desarrollo de dreas tradicionales de cultivo del Valle Central y algunas zonas nuevas

(Hernandez, 2000).1.2.3 Mercado del Vino

La industria moderna del vino posee un mercado de orden mundial, con alrededor
de 68 paises productores, destacandose los paises europeos como Francia, Espafia,
Italia, y Alemania, y los paises del Nuevo Mundo como Chile, Australia, Sudafrica, y
Argentina. Si bien Chile es un pais productor, no es uno de los grandes productores
de vino y vid, grupo compuesto por paises europeos de tradicion como Espafia,
Francia e Italia y por paises del Nuevo Mundo con mayores superficies con
plantaciones de vid como Estados Unidos, Argentina y Australia. Esto cambia al
considerar la exportacion de vinos, donde Chile ocupa el 5° lugar mundial, el 2° pais
dentro de los paises del nuevo mundo, después de Australia. Sin embargo, se
observa un dominio europeo en las exportaciones totales, con Francia, Espafia e
Italia en los primeros tres lugares (OIV, International Organization of Wine and
Vine).

En la actualidad, la industria mundial del vino se ve enfrentada a nuevos desafios
como la consolidacién de la oferta y la distribucién, una mejor y mayor informacién
de los consumidores, y las nuevas exigencias en el mercado. La consolidacion de la
oferta y la distribucion se refiere a la transferencia del poder de decision en la
produccidon que antes tenia el productor, duefio de la oferta, hacia el consumidor,
propietario de la demanda, transformandolo en la fuerza motriz del mercado. Esto
trae nuevos desafios que radican en el uso de nuevos sistemas de distribucion que
sean adecuados a los requerimientos de los clientes mds exigentes, y en el ajuste
de tamano y orientacién a categorias especificas del mercado. La transferencia de
poder, que es provocada por cambios sociales en la forma de pensar ocurridos
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durante el siglo pasado, cuestionando lo antes considerado valido e inamovible, mas
la mayor facilidad de acceso a informacion, ha llevado hoy a que los consumidores
aumenten las exigencias respecto a los vinos que desean consumir, definiéndose
segmentos mas precisamente orientados a la satisfaccion de necesidades
individuales. Ademas, la tendencia de los consumidores de consumir menos bebidas
alcohdlicas y el ingreso de los paises del Nuevo Mundo, han producido una creciente
diferencia entre la cantidad de vino elaborado y la cantidad consumida,
transformando el mercado en uno global, sin fronteras y altamente competitivo
(Pretorius & Bauer, 2002). Luego, para poder satisfacer las necesidades individuales
de los consumidores, el uso de herramientas de marketing y analisis sensorial para
orientar los productos de manera especifica, y el entendimiento de cémo un vino
puede ser elaborado de manera especifica, son de vital importancia (Mundos,
2006).

Asi, a partir de los nuevos desafios de la industria y del estado actual de nuestro
pais en el mercado del vino, es posible concluir que si se desea mantener el nivel
alcanzado y crecer en participacion de mercado, el estudio de procesos productivos
para dilucidar las distintas variables que influyen en la calidad de un vino en sus
propiedades organolépticas, es donde la ciencia puede contribuir para lograr una
mayor capacidad para competir en el mercado mundial del vino (Bisson et al., 2002;
Swiegers et al., 2005).

1.2.4 Aromas en el Vino

Los aromas del vino son un caracter diferenciador, incluso aunque estos compuestos
guimicos sean tan sélo una muy pequefia parte de los compuestos minoritarios
presentes en el vino. Los compuestos minoritarios en el vino representan solamente
el 3% en volumen del vino, y de éstos aproximadamente 0,8-1,2 g/L, cerca del 1%
de la concentracién de etanol, corresponden a compuestos aromaticos. De éstos
ultimos, la mayoria son producidos durante la fermentacidén alcohodlica donde acido
acético, acetaldehido, acetato de etilo, propanol, isobutanol, 2- y 3-metilbutanol
representan la mitad de los compuestos volatiles presentes en el vino, mientras que
la otra mitad se distribuye entre 600 a 800 compuestos volatiles menores presentes
en muy bajas concentraciones, las cuales varian entre 10™* a 10° g/L (Rapp y
Mandery, 1986; Rapp, 1998; Regoddn Mateos et al., 2006). A pesar de estas muy
bajas concentraciones, diferencias sutiles pueden ser percibidas debido a que la
nariz humana presenta una extraordinaria sensibilidad, poseyendo umbrales de
percepcion para estos compuestos aromaticos que pueden variar entre 10y 1073
g/L (Guadagni et al., 1963; Rapp, 1998).

Diversos trabajos han clasificados los aromas presentes en el vino (Schreler, 1979;
Nykanen, 1986; Rapp y Mandery, 1986; Rapp, 1998; Ebeler, 2001; Pisarnitskii,
2001):

Aromas Primarios o provenientes de la baya: se refiere a los compuestos aromaticos
presentes en las células intactas de la baya de la vid.

Aromas Secundarios de la baya: se refiere a los compuestos aromaticos formados
durante el procesamiento de la baya en mosto. Estos compuestos pueden aparecer
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a partir de procesos fisicos, como la extraccion del jugo de la baya, o de procesos
guimicos, como reacciones quimico-enzimaticas o térmicas.

Bouquet Fermentativo o Aromas Fermentativos: son los aromas producidos en los
procesos fermentativos como la fermentacién alcohdlica, fermentacién malolactica u
otra fermentacion secundaria.

Bouquet de Maduracion o Aromas de Maduracion: corresponden a los aromas
formados por reacciones quimicas que ocurren en el proceso de maduracién, el que
ocurre en barriles de madera o en la botella.

Para cada una de estas categorias existen variables capaces de influir en los aromas
presentes en el vino, algunas que pueden ser controladas y otras que no lo son. Las
variables posibles de controlar son las que presentan mayor interés, dado que con
un estudio acabado de ellas y el entendimiento de los efectos producidos en el
aroma de un vino por cada una de ellas, es posible obtener caldos con
caracteristicas especificas, orientados a segmentos particulares del mercado.

Aromas primarios: Numerosas variables influyen en los compuestos aromaticos
provenientes de ésta categoria (Jackson y Lombard, 1993), entre las cuales el tipo
de variedad de uva utilizada es considerado como el principal por muchos autores
(De Calle Garcia et al., 1998; Hernandez-Orte et al., 2002; Campo et al., 2005;
Pifieiro et al., 2006). También el efecto del “terroir”, término francés usado para
definir el conjunto clima, suelo y vid, ha sido desde siempre utilizado para
diferenciar los vinos de acuerdo a su origen (Vaudour, 2002; Van Leeuwen vy
Seguin, 2006), y ha sido estudiado como una variable estadisticamente significativa,
capaz de diferenciar entre vinos a través de datos quimicos y sensoriales por medio
de su analisis multivariado (Latorre et al., 1994; Sivertsen et al., 1999; Korenovska
y Suhaj, 2005). Ademas, las distintas practicas en el manejo del cultivo pueden
tener efecto también en los aromas producidos en la baya: por ejemplo, la cantidad
de uvas cosechadas por hectarea influye en el tipo y cantidad de aromas expresados
en Cabernet Sauvignon (Bravdo et al., 1985; Chapman et al., 2004).

Aromas secundarios: En este caso, las distintas opciones existentes para llevar a
cabo los procesos fisicos necesarios para obtener el mosto a fermentar y su impacto
en la cantidad y calidad de aromas liberados no ha sido muy estudiado (Kinzer y
Schreier, 1980). Por el contrario, las reacciones quimicas-enzimaticas o térmicas
que ocurren durante el proceso de extraccion del mosto han sido objeto de
numerosos trabajos que discuten su influencia en el aroma (Cabaroglu et al., 1997;
Genoves et al., 2005; Moreno-Arribas y Polo, 2005; Palomo et al., 2005; Rocha, S.
M. et al., 2005; Pifieiro et al., 2006).

Aromas fermentativos: Estos seran tratados en forma separada mas abajo, dado el
interés especial en ellos en este trabajo.

Aromas de maduracién: Producto principalmente de procesos fisicoquimicos
ocurridos durante el contacto con la madera y la microoxigenacién ocurrida durante
el tiempo en la maduracion en barrica (Kelly y Wollan, 2005; Marin et al., 2005;
Guchu et al.,, 2006), o exclusivamente por microoxigenacion en el caso de
envejecimiento en botella (Lopes et al., 2005; Lopes et al., 2006, 2007). Otro
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proceso alternativo para la maduracién de los vinos es el contacto con levaduras
muertas o lias, donde por medio de reacciones enzimaticas se busca mejorar las
propiedades organolépticas del vino (Salmon y Vuchot, 2003; Hernandez et al.,
2006).

La principal problematica en el estudio de la componente aromatica del vino radica
en cdomo medirla, la cual ha sido abordada por medio de tres aproximaciones: el
analisis quimico del aroma del vino, el analisis sensorial del vino, y diversas
combinaciones de las dos anteriores. Cada unas de estas aproximaciones son
tratadas a continuacion.

1.3 Aromas Fermentativos

La contribuciéon aromatica de la etapa fermentativa ha sido estudiada desde diversas
perspectivas, identificando aquellas variables que mas influyen en la produccién de
aromas, comparando rendimientos entre distintas cepas en mostos especificos
(Antonelli et al., 1999; Regoddn Mateos et al., 2006) e interacciones de éstas
durante la fermentacion alcoholica (Fleet, 2003). Una variable que ha sido estudiada
recientemente es la cantidad de nitrégeno disponible, especificamente el perfil de
aminoacidos que posee el mosto, demostrandose que éste tiene una relacion
cercana con la cantidad y calidad final de los compuestos aromaticos fermentativos
(Hernandez-Orte et al., 2002). Con el mismo objetivo, se ha estudiado los efectos
en los compuestos aromaticos y en la cinética de fermentacién producidos por la
adiciéon de fuentes de nitrdgeno como amonio y aminodacidos, demostrandose
cambios en las concentraciones de compuestos volatiles y no volatiles en todos los
casos (Hernandez-Orte et al., 2006; Jiménez-Marti et al., 2007; Vilanova et al.,
2007; Garde-Cerdan y Ancin-Azpilicueta, 2008).

Dentro de los aromas fermentativos, se distingue entre aromas sintetizados por la
levadura, de aromas revelados a partir de precursores no aromaticos por la
levadura. Los primeros son sintetizados a través del metabolismo de la levadura a
partir de nutrientes presentes en el mosto y luego liberados en el medio. Los
segundos son liberados por procesos de hidrdlisis enzimatica por accion de la
levadura a partir de precursores presentes en el mosto en forma no-volatil, al estar
unidos a moléculas de gran tamafio. Estos Ultimos dependen principalmente de la
variedad de uva utilizada para la confeccion del vino, por lo que también forman
parte del aroma varietal. En este trabajo, nos focalizaremos en aromas
fermentativos sintetizados por la levadura, excluyéndose los aromas varietales
liberados a partir de sus precursores. Los principales tipos de aromas fermentativos
sintetizados son acidos organicos, alcoholes superiores, ésteres, y en menor
extension aldehidos. Los aromas fermentativos pueden otorgar tanto caracteristicas
positivas, como aromas frutosos o florales (e.g. ésteres y alcoholes superiores),
pero también caracteristicas negativas, como quimicas (e.g. nariz acética). Ambos
tipos de contribuciones han sido estudiadas, con el objetivo de entender cudles son
las variables que influyen en su produccién. Cabe mencionar a este nivel que si bien
la contribucion aromatica realizada por la levadura ha sido el principal objeto de
estudio, también se ha evaluado la contribucién aromatica de la bacteria
Oenococcus oeni durante la fermentacion malolactica. El principal aroma producido
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durante la fermentacién malolactica es diacetilo, responsable de aromas a
mantequilla y nueces (Nielsen y Richelieu, 1999).

Debido a que S. cerevisiae ha sido empleada profusamente como microorganismo
modelo en el desarrollo de la microbiologia, las vias metabdlicas para la sintesis de
estos compuestos en la levadura han sido descifradas en su mayoria. A continuacién
se revisara brevemente las vias metabdlicas involucradas, los genes involucrados y
los substratos utilizados para la sintesis de las tres principales familias de aromas
fermentativos.

1.3.1 Esteres

Los ésteres producidos durante la fermentacién poseen un efecto significativo en los
aromas frutosos en el vino, destacandose el acetato de etilo, acetato de isoamilo,
isobutil acetato, hexanoato de etilo, y acetato de feniletilo. Los ésteres son
productos secundarios del metabolismo de azucares, lipidos y acetil-CoA (figura 1-
2), y son producidos usualmente en concentraciones sobre su umbral de deteccion.
Son clasificados ya sea como ester etilico o ester acetato. Los primeros resultan de
la reaccidon entre etanol y un acido graso, mientras que los segundos provienen de
la reaccion entre acetato y un alcohol superior. Si bien los ésteres son productos
metabdlicos secundarios de la levadura, existe una relacién de sinergia entre la
variedad de uva y esta variable, produciendo concentraciones distintas de ésteres
entre tipos de vinos. AUn mas, existen ésteres especificos presentes en Pinot Noir,
sintetizados a partir de precursores encontrados en la baya y que poseen aromas
distintos a ésteres producidos a partir del metabolismo de azlcares (Moio y
Etievant, 1995). La sintesis de ésteres acetato es catalizada por las isoenzimas
alcohol acetiltransferasa (ATT), las que son codificadas por los genes ATF1 y ATF2.
El estudio de estos genes, en especial por medio de su sobreexpresion, ha resultado
en una significativo incremento en la produccién (10 veces mayor) de etil acetato,
acetato de isoamilo, y aceto de fenil etilo, teniendo un efecto pronunciado en los
aromas quimicos, frutosos y florales del vino (Lilly et al., 2000; Verstrepen et al.,
2003; Swiegers et al., 2005). La sintesis de ésteres etilicos es realizada por la
accion de dos enzimas acetil-CoA-transferasas, codificadas por los genes EEB1 y
EHT1 (Saerens et al., 2006). Un estudio reciente sobre los factores que afectan la
sintesis de ésteres etilicos en una levadura cervecera industrial, sefalé que la
sobreexpresion de ambos genes no es el factor limitante mientras que la
disponibilidad de acidos grasos de cadena media si lo es (Saerens et al., 2008).
Contradictoriamente, un estudio anterior de la sobreexpresién del gen EHT1 en una
levadura comercial vinica, resulté en un incremento marcado de las concentraciones
de etil hexanoato, etil octanoato y etil decanoato, lo que se tradujo en un intenso
aroma a manzana (Lilly et al., 2004; Swiegers et al., 2005).

Figura 1-2: Representacion de las vias metabdlicas para la sintesis de ésteres. (Swiegers
et al., 2005)
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1.3.2 Acidos Organicos

Los acidos organicos estan formados por acidos de cadena corta y acidos grasos, los
cuales provienen principalmente del metabolismo de los lipidos en la levadura. Estos
son responsables de la acidez volatil de un vino y se caracterizan por aportar
aromas descritos como quimicos como vinagre o alcohol irritante, o microbiolédgicos
como queso o leche cortada. De los acidos presentes, el mas importante es el acido
acético, que representa cerca del 90% de la acidez volatil de un vino y cuya
produccion (entre 100 mg/L y 2 g/L) depende de la cepa utilizada. El acetato, la
base conjugada de Aacido acético, es producido por la levadura como un
intermediario del bypass de la piruvato deshidrogenasa, via metabdlica responsable
de la conversién de piruvato en acetil-CoA. El bypass de piruvato deshidrogenasa
provee a la célula de acetil-CoA citosélico, el cual es necesario para la biosintesis de
lipidos. La enzima acetaldehido deshidrogenasa es la responsable de la formacion de
acetato por medio de la oxidacién del acetaldehido producido a partir del piruvato.
Los genes ALD6, ALD2 y ALD3 codifican enzimas citosdlicas de la acetaldehido
deshidrogenasa, mientras que los genes ALD4 y ALD5 codifican enzimas
mitocondriales, demostrandose que las proteinas correspondientes Ald6p, Ald5p vy
Ald4p son las principales enzimas responsables de la produccién de acetato en
fermentaciones anaerodbicas vinicas (Pronk et al., 1996; Navarro-Avino et al., 1999;
Saint-Prix et al., 2004; Swiegers et al., 2005).

Los acidos grasos de cadena corta (C2-C6) son usualmente subproductos de la
fermentacion, mientras que los acidos grasos de cadena media (C8-C12) y larga
(C14-C18) son intermediarios o precursores en la sintesis de diversos lipidos
presentes en la levadura. La influencia aromatica de estos compuestos no ha sido
estudiada en extenso, en comparacion a los ésteres etilicos, aunque algunos de
éstos (acido hexanoico, acido octanoico, acido decanoico, y acido isovalérico) han
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sido sefialados recientemente como compuestos quimicos con alto impacto
aromatico en vino (Aznar et al., 2001; Komes et al., 2006; Li et al., 2008). La via
de biosintesis de acidos grasos ha sido ampliamente estudiada, ésta comienza con
la formacién de acetil-CoA por medio de decarboxilaciéon oxidativa de piruvato. A
partir del acetil-CoA, la sintesis de acidos grasos saturados de cadenas largas ocurre
gracias a la accién de dos sistemas enzimaticos: acetil-CoA carboxilasa y sintetasa
de acidos grasos. Primero la acetil-CoA carboxilasa convierte acetil-CoA a malonil-
CoA, el cuadl es utilizado por el complejo sintetasa de acidos grasos para llevar a
cabo sucesivas condensaciones entre una enzima unida a acetil-CoA y malonil-CoA.
Para acidos grasos con numeros de carbono impares, propionil-CoA reemplaza a
acetil-CoA. La sintesis de acidos grasos insaturados requiere de la presencia de
oxigeno para que la enzima de-saturasa de acidos grasos actle; en consecuencia S.
cerevisiae no puede crecer en condiciones estrictamente anaerdbicas sin que se
adicionen estos compuestos (Ratledge y Evans, 1989; Paltauf et al., 1992;
Lambrechts y Pretorius, 2000).

1.3.3 Alcoholes Superiores

Los alcoholes superiores son metabolitos secundarios, caracterizados por tener
aromas positivos en bajas concentraciones (bajo 300 mg/L) y negativos en altas
concentraciones (sobre 400 mg/L). Se dividen en dos categorias: alifaticos
(propanol, alcohol isoamilico, isobutanol, y amil alcohol activo) y alcoholes
aromaticos (2-fenil etanol y tirosol). Son producto del metabolismo de aminoacidos
ramificados y aromaticos, por lo que la cantidad de cada uno de ellos presente en el
mosto influye en su produccién, aunque otras variables también influyen en su
concentracion final en vino (e.g. concentracion de etanol, temperatura de
fermentacion, pH y composicién del mosto, aeracion, nivel de sdlidos, variedad y
madurez de la uva, y tiempo de contacto con la piel de la baya). Pueden ser
producidos por medio de degradacion de aminoacidos (por medio de la via de
Ehrlich) o biosintesis de aminoacidos a partir de glucosa. El primer paso en su
produccion involucra la sintesis de los a-ceto acidos. Por la via de Ehrlich, esto se
traduce en la transaminacion de un aminoacido para dar su a-ceto &acido
correspondiente, reaccion catalizada por las enzimas aminotransferasas mitocondrial
y citosédlica, codificadas por los genes BAT1 y BAT2 respectivamente para las
aminotransferasas de aminoacidos de cadena ramificada (Eden et al., 2001). La
siguiente etapa es la decarboxilacion del a-ceto acido por medio de la enzima
piruvato decarboxilasa en su correspondiente aldehido, él cual es reducido a alcohol
superior por medio de la enzima alcohol dehidrogenasa junto con la reoxidacion de
NADH, siendo parte del balance redox de la levadura. Aun con esto, la funcion
especifica de los alcoholes superiores es desconocida ya que su aporte a la
reoxidacion de NADH no es significativo en la mantencién del balance redox
(Lambrechts y Pretorius, 2000; Swiegers et al., 2005). Mas recientemente, un
estudio de sobreexpresion de los genes BAT1 y BAT2 en una levadura vinica
comercial (VIN-13) demostré un aumento significativo en la concentracion de
alcohol isoamilico, isobutanol y acido isobutirico en la cepa modificada respecto al
control (Lilly et al., 2006).
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1.4 Levaduras Vinicas

El uso de la levadura Saccharomyces cerevisiae en fermentaciones vinicas ha sido
comprobado desde tiempos muy antiguos, cercanos al afio 3000 A.C., a través de la
extraccion, amplificacion y secuenciacion de DNA ribosomal encontrado en antiguas
jarras de vino de Egipto (Cavalieri et al., 2003). A pesar del amplio uso de este
microorganismo en procesos fermentativos para la produccion de vinos, cervezas y
pan, el proceso se mantuvo durante mucho tiempo como una incégnita hasta que
en 1789 Antoine Lavoiser realizd los primeros trabajos cientificos sobre la
fermentacién alcohdlica en vinos, determinando la composicion quimica de las
sustancias fermentables y los productos de fermentaciéon, junto con los cambios
ocurridos durante el proceso. A pesar de esta primera aproximacién, aun era
desconocido el agente generador del cambio en el proceso fermentativo. En aquel
entonces Francia era el mayor productor de vino del mundo, y grandes cantidades
de este vino se perdian al descomponerse por razones desconocidas, volviéndose
vinagre o adquiriendo mal sabor. Es asi como en 1803 el Instituto de Francia ofrece
una medalla de 1 kg de oro a quién fuera capaz de resolver la siguiente pregunta:
¢Qué caracteristicas son las que permiten distinguir substancias animales y
vegetales que actuan como fermentadores de aquellos que son fermentados? Esta
pregunta queda sin una respuesta satisfactoria hasta que en 1836-1837, y gracias a
los avances en la microscopia en 1820 por Giovanni Amici, tres cientificos: Charles
Cagniard-Latour, Friedrich Kilitzing y Theodor Schwann, en forma independiente,
sefalaron a las levaduras como organismos vivos responsables de la fermentacién,
no un compuesto quimico. A pesar de esto, varios cientificos importantes de esos
tiempos, en especial del area quimica, rechazaron las investigaciones, tachandolas
de mal realizadas y ridiculizandolas. Al mismo tiempo, sefialaban a la accién del aire
en el mosto o a reacciones cataliticas como fendmenos responsables de la
fermentacion alcohdlica. Esta polémica finaliza en 1857 cuando Louis Pasteur
demostré que las levaduras eran responsables de la fermentacidn alcohdlica, un
organismo vivo, y que el proceso de fermentacidon alcohdlica es un proceso
fisiolégico. Asi, la identificacion del responsable de la fermentacidon alcohdlica es
parte del comienzo tanto de la microbiologia como de la bioquimica, y se convierte
luego en uno de los microorganismos mas ampliamente estudiados hoy en dia
(Barnett, 2003).

Las levaduras relacionadas con el vino son todas aquellas que han sido encontradas
en bayas de uva, en los vifiedos, en el vino, o en el equipamiento de la vifia. Se
hace aqui una diferencia entre levaduras silvestres y levaduras vinicas. Las primeras
son aquellas levaduras de género no-Saccharomyces que se encuentran
mayoritariamente en la piel de la baya de uva y participan en el comienzo de la
fermentacion. Las levaduras vinicas son principalmente del género Saccharomyces,
donde la especie S. cerevisiae es la principal representante. S. cerevisiae no se
encuentra presente en grandes nameros en la piel de la baya, pero se encuentra tan
bien adaptada al jugo de uva como medio de crecimiento, que rapidamente domina
la fermentacién, transformandose practicamente en un cultivo puro al fin de la
fermentacion (Boulton et al., 1999). El origen de S. cerevisiae es controversial,
postulandose que es una especie domesticada originada de S. paradoxus, una
levadura silvestre asociada a insectos, exudados de arboles y plantas fermentativas
(Querol et al., 2003). No obstante su origen, S. cerevisiae ha sido sujeta a
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presiones selectivas, siendo las mas importantes la alta presion osmoética debido al
azlcar presente en el mosto y la resistencia al etanol producido durante la
fermentacion, que le han otorgado la capacidad de crecer rapidamente en los
mostos.

Dos subespecies destacan en la oferta comercial: S. cerevisiae cerevisiae y S.
cerevisiae bayanus, donde la primera se destaca por la capacidad de utilizar mejor
fructosa en comparacién con S. cerevisiae bayanus, junto con producir vinos mas
aromaticos. S. cerevisiae bayanus destaca por ser una cepa mas robusta en cuanto
a capacidad fermentativa.

En la actualidad existen diversas compafiias dedicadas a la produccién de levaduras
para la elaboracion de cerveza, pan o vino. Entre éstas destacan a nivel mundial las
compafias DSM (Dutch State Mines), Laffort Oenologie, y Lallemand, todas
fundadas a comienzos del siglo pasado. Cada productor cuenta con una amplia
gama de levaduras comerciales, cada una con caracteristicas Unicas (Tabla 1-2).

Tabla 1-2: Principales compafiias que ofrecen levaduras vinicas comerciales.

Compaifiia

Historia

Oferta

DSM (Dutch

State Mines),

DSM
enologie

Fundada en el afic 1902 como una smpresa
minera de carbon del gobierne holandss,
despugs de la 1* Guerra Mundial comenzd a
diversificar su negocio en areas  Como

18 levaduras
comerciales.

vinicas

fertilizantes, quimicos industriales, materias
primas para fibras sinteticas, v entre ofiras,
levaduras comerciales.

Fundada en 1895 por Jean Laffort en Francia,
gspues de los descubrimientos de Pasteur. La
empresa  inicialments regional crecid para
aleanzar nivel nacional v luege internacional,
orientandose  exclusivaments a  productos
enologicos.

Fundada en 1915 por Fred Lallemand en| 35 levaduras
Montreal, Canada, inicialments se dedico al | comerciales.

ggocio  de  refinamiento de aceites para
panaderos; posteriorments, en 1923 comenzo a
producir levaduras para la produccion de pan.
En 1977, comienzan a producir levaduras

Laffort
Oenologie

20 levaduras winicas

cotnerciales.

Lallemand vinicas

Si bien el uso de levaduras comerciales es una practica relativamente reciente que
busca asegurar el éxito del proceso fermentativo y la calidad del vino gracias a las
buenas capacidades fermentativas y enoldgicas que éstas poseen, pocos estudios
sobre las diferencias entre cepas comerciales han sido realizados, enfocandose mas
bien en estudiar principalmente diferencias entre géneros de levaduras. El uso
industrial de levaduras vinicas comenzdé en California durante los afios 70 por
problemas en bodega con la oferta de dos cepas de S. cerevisiae: Montrachet y
Pasteur Champagne. Estas cepas fueron usadas como iniciadores de fermentacion,
pero su éxito fue limitado. Luego, surgieron nuevas cepas mejoradas por seleccion
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de acuerdo a sus propiedades enoldgicas, a partir de cepas de levaduras aisladas en
las vifias (Torija, 2002). Caracteristicas deseables en una levadura vinica son
(Boulton et al., 1999):

Producir una fermentacion vigorosa.
Realizar una fermentaciéon hasta alcanzar sequedad.

Poseer caracteristicas fermentativas reproducibles y comportarse de una manera
predecible.

Poseer una buena tolerancia al etanol.

Poseer una buena tolerancia a la temperatura.
No producir malos olores o sabores.

Ser tolerante a SO..

Flocular para ser facilmente removida.

Mas aun, hoy en dia los productores de vinos buscan levaduras vinicas con un
completo rango de propiedades especiales, las cuales puedan agregar valor al vino
elaborado. Esta busqueda de levaduras ha llevado a una dedicacién a la mejora de
cepas por medio del cruzamiento de levaduras e ingenieria genética (Pretorius y
Bauer, 2002).

Asi, hoy en dia un gran tema de discusién es el uso de levaduras genéticamente
modificadas para la elaboracion de vinos (Cebollero et al., 2007; Branduardi et al.,
2008). El uso de ingenieria metabdlica para redirigir los flujos metabdlicos y poder
redireccionarlos hacia productos metabdlicos deseados se ha realizado exitosamente
con cepas haploides de laboratorio de S. cerevisiae. Las levaduras comerciales
descienden de cepas “silvestres” de levadura, las cudles son diploides, aneuploides
o poliploides, y son mucho mas dificiles de modificar. A pesar de lo anterior, ya se
han publicado varios trabajos sobre la generacion de levaduras genéticamente
modificadas, orientadas a la mejora de propiedades fermentativas u organolépticas
del vino. Entre ellas destaca la construccion de la cepa MLO1, la primera levadura
genéticamente modificada comercial aprobada por la Administracion de Alimentos y
Drogras de EE. UU. (FDA) que transforma acido malico en acido lactico, destinada a
deacidificar mostos con pH bajo reemplazando la fermentacion malolactica (Husnik
et al., 2007). En este sentido, el uso de los distintos niveles de informacién bioldgica
disponibles (gendmica, transcriptoma, etc.) y la integracion de éstos por medio de
la modelacion computacional, disciplina conocida como Biologia de Sistemas, sera
esencial en el futuro para el desarrollo de nuevas cepas (Borneman et al., 2007;
Pizarro et al., 2007). Mas aun, a pesar de que actualmente existe una opinion
contraria de los consumidores al uso de levaduras genéticamente modificadas para
la elaboracidon de vinos, varios grupos de investigacién ya las estan produciendo y
guardando para el futuro, cuando esta opinion cambie (Cebollero et al., 2007).
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Un estudio del efecto de las levaduras vinicas en la microflora existente en las vinas
ha sefalado que la diseminacion de éstas esta restringida a distancias cortas (10 a
200 m) y limitada a periodos cortos de tiempo. Las levaduras vinicas comerciales no
se adaptan y crecen en las vifias, sino que muestran un patrén natural fluctuante de
aparicion y desaparicién, al igual que las cepas autdctonas. Asi, la biodiversidad de
la microflora depende mas del clima y factores especificos asociados a la vifila como
antigliedad y tamafo (Valero et al., 2005; Valero et al., 2007). Ademas, un estudio
similar senalé que la presencia de una cepa comercial vinica en plantaciones de vid
cercanas a bodegas estaba asociada a cambios genéticos, aducidos a mecanismos
de adaptacién al ambiente (Schuller et al., 2007). Esto entrega importante
informacién respecto al uso de levaduras genéticamente modificadas y su posible
impacto en el medio ambiente.

Finalmente, comparaciones de levaduras vinicas entre cepas Saccharomyces han
sido realizadas principalmente en mostos especificos, siendo orientadas a buscar
diferencias entre consumos de sustratos y la produccién de algunos compuestos
volatiles especificos (Regodon Mateos et al., 2006; Zuzuarregui et al., 2006;
Berthels et al., 2008). Dos interesantes trabajos son la comparacion de la
transcriptoma y protedmica de dos levaduras vinicas comerciales (Zuzuarregui et
al., 2006), y un estudio de autenticidad de cepas comerciales vinicas por medio de
técnicas moleculares (Fernandez-Espinar et al., 2001). El primero senala que
diferencias en rendimientos fermentativos podrian estar asociadas a diferencias en
los perfiles de mRNA y proteinas, junto con diferencias de expresion de genes del
metabolismo de carbohidratos, represidon catabdlica de nitrégeno, y respuesta a
estimulos. El segundo revela que en una comparacion de 45 cepas comerciales,
solamente 30 de ellas pudieron ser determinadas como Unicas. Mas aln, muy pocos
estudios con comparaciones entre levaduras comerciales vinicas considerando el
aspecto sensorial han sido realizados (Erasmus et al., 2004). Recientemente, un
estudio compard 5 cepas comerciales utilizando 2 mostos varietales, cada uno en 3
cosechas, sefalando el efecto de la cepa de levadura escogida en composicidon
quimica y volatil, y sus repercusiones en el perfil sensorial de los vinos,
independiente de la variedad y la cosecha (Torrens et al., 2008).

1.5 Extraccion de Compuestos Aromaticos

La extraccion de los compuestos aromaticos responsables del aroma del vino es la
etapa mas importante en el estudio del aroma del vino. El aroma del vino puede ser
percibido por una persona de dos maneras: ortonasal y retronasalmente. La
percepcion ortonasal se refiere a la percepcién en nariz, mientras que la percepcion
retronasal se refiere a la percepcién en boca en el proceso de degustacion. Se ha
demostrado que estas formas de percibir los aromas generan respuestas distintas
en el sistema nervioso, provocando percepciones distintas de intensidad vy
apreciacion de una mezcla de aromas (Small et al., 2005). Utilizando estos términos
como diferencia, es posible clasificar las diversas técnicas existentes para la
extraccién aromatica, tanto para vino como para otro producto cuya componente
aromatica sea importante para su valor. A continuacion se procedera a realizar una
breve descripcion de la técnica escogida para realizar la extraccion de los
compuestos volatiles en este trabajo. Mas informacion respecto a otras técnicas
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existentes y una comparacion de las caracteristicas, ventajas y desventajas de éstas
pueden ser encontradas en el anexo A.

1.5.1 Extraccion Liquido-Liquido (ELL)

La ELL corresponde a la extraccion por medio de un solvente organico de los
compuestos aromaticos presentes en el vino. Es la mas antigua de las técnicas
utilizadas y la mas usada en afos anteriores para el andlisis de los compuestos
aromaticos en vino. El principio de extraccidon se basa en el equilibrio fisicoquimico
que ocurre entre un solvente organico y la fase acuosa del vino, donde el alto
coeficiente de particion del solvente organico permite obtener una mayor
concentracion de equilibrio, cercana a la concentracién original en el vino. Variables
fundamentales para la extraccién son: el solvente utilizado para la extraccién (Lopez
y Gémez, 2000), el tiempo y la temperatura de extraccién. Alternativas similares a
la extracciéon liquido-liquido son la Extraccion Liquido-Liquido asistida con
Ultrasonido (Ultrasound Assisted Liquid-Liquid Extraction USAELL), vy la
Microextraccién Liquido-Liquido (Liquid-Liquid Microextraction LLM). En la extraccion
asistida con ultrasonido, se busca mejorar la transferencia de masa entre ambas
fases inmiscibles, la cual aumenta debido al ultrasonido, reduciéndose el tiempo de
extraccidon y aumentando la eficiencia del método. Esta técnica ha sido empleada en
vino (Hernanz Vila et al., 1999; Pena et al., 2005; Cabredo-Pinillos et al., 2006) y
en otros productos (Junior et al., 2006; Lugue de Castro y Priego-Capote, 2007). La
microextraccion liquido-liquido consiste en la saturacion con sales inorganicas de la
fase acuosa y adicion de volumenes pequefios de solvente organico (en
proporciones de 100 a 200 entre fase acuosa (vino) y solvente). Esta técnica busca
disminuir los puentes de hidrégeno responsables de la solubilidad de los compuestos
organicos en agua, favoreciendo un desplazamiento del equilibrio hacia el solvente
(Sadenz-Barrio y Cedrén-Fernandez, 2000). Es una técnica utilizada para la
extraccion de componentes mayoritarios volatiles en vino dada su rapidez y bajo
costo que permite determinar alrededor de 30 compuestos volatiles, Utiles como
marcadores del estado microbioldgico de fermentacién, de propiedades sensoriales
del vino, o de su origen (Ortega et al., 2001; Gomez-Miguez et al., 2007).

En este trabajo se eligio la técnica de ELL tradicional para extraer los compuestos
aromaticos, debido a las siguientes razones:

La técnica permite extraer la totalidad de los compuestos organicos volatiles,
entregando la composicién mas completa de los compuestos presentes en el vino, a
pesar de ser representativa solo de las concentraciones en el liquido, y no de las
concentraciones presentes en el espacio de cabeza estatico o dindamico,
correspondientes a las percepciones ortonasales o retronasales respectivamente.

Es la técnica utilizada por el Centro de Aromas UC para realizar sus andlisis de
aromas, por lo que ya esta establecida y optimizada.



23

1.6 Cromatografia gaseosa con espectrometria de masa (GC-
MS)

La cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masa es la uniéon de dos
poderosas técnicas analiticas destinadas a la separacidon e identificacion de
compuestos quimicos presentes en una mezcla. La cromatografia gaseosa fue
introducida en 1952 por James y Martin (James y Martin, 1952), permitiendo la
separacion en el tiempo de compuestos presentes en una mezcla. El principio de
separacion de los compuestos de una mezcla en un cromatégrafo de gases (GC)
consiste en una serie de particiones entre una fase movil gaseosa y una fase liquida
estacionaria dispuesta en un tubo de diametro pequefo. Esto se traduce primero en
la volatilizacién de la muestra en un puerto de inyeccion, la separacion de los
compuestos de la mezcla en una columna rellena con una fase estacionaria y la
deteccidon de cada compuesto por un detector.

Existen muchos tipos de detectores, pero el mas usado actualmente para la
identificacion de compuestos quimicos en una mezcla son los detectores de
espectrometria de masa (MS). Su principio de funcionamiento radica en la medicion
de las razones entre masa y carga de iones de gases (m/z), los cuales son
separados en ambientes de alto vacio por campos magnéticos o eléctricos. La
deteccidn de estos iones genera el espectro de masa del compuesto, el que es Unico
para cada compuesto quimico y consiste en una representacion grafica de las
abundancias detectadas de cada i6n respecto a su m/z (Kitson et al., 1996;
Siuzdak, 1996). Ademas del detector MS, otro detector importante es el detector de
ionizacion de llama (Flame Ionization Detector FID). En este detector se incorpora
una llama de aire/hidrogeno en el paso del gas que sale de la columna, donde los
compuestos combustionados al pasar cerca de la flama, provocan una corriente que
fluye entre dos electrodos en el detector, sefial que es amplificada posteriormente.
La identificacion de los compuestos por medio de este tipo de detector se basa en el
uso de los tiempos de retencién (Retention Times RT), que son definidos como los
tiempos en que un compuesto quimico es detectado al final de la columna
cromatografica. La sefial eléctrica del detector representada en el tiempo es el
cromatograma obtenido de la muestra, donde se supone que cada peak se relaciona
con un compuesto quimico en particular.

La cromatografia gaseosa ha sido aplicada ampliamente a la investigacion de los
aromas presentes en el vino. Los primeros trabajos comenzaron en los afios 80,
reportandose cerca de 800 compuestos en la fraccion volatil presente del vino
(Maarse y Visscher, 1989). Estos primeros acercamientos no fueron considerados
exitosos dado que la enorme cantidad de datos no permitia explicar diferencias de
aromas entre vinos. Pero con los avances en la tecnologia, con nuevas y mas
eficientes formas de separacién y extraccion de compuestos, junto al cambio en la
aproximacion del problema, esforzandose en la cuantificacion e identificacion de un
grupo de compuestos que tienen un mayor impacto olfativo en vez de la totalidad
de los compuestos volatiles presentes, el entendimiento de los principios operantes
en el aroma del vino comienzan a ser dilucidados (Ferreira et al., 2008). En el
estudio de los compuestos aromaticos presentes en el vino a través de GC-MS,
ciertos elementos han sido importantes. El primero de ellos es la utilizacion de los
umbrales olfativos para determinar la importancia de un compuesto presente en el
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vino por medio del uso de unidades de aromas o unidades activas de un aroma
(Odor Activity Value OAV). Este concepto fue introducido en los afios 60 (Rothe y
Thomas, 1963; Guadagni et al., 1966) y se define como la razén entre la
concentraciéon del compuesto odorante y la concentracidon correspondiente al umbral
de deteccidon en la matriz investigada o en la mas cercana posible. Se debe tener
especial cuidado en el uso del umbral, que debe ser calculado en la matriz que se
esta analizando, dado que el umbral de percepcidén es altamente dependiente de
ella, y de otras variables como el pH y la temperatura de la muestra, y la técnica
experimental utilizada para determinar el umbral (Marsili, 2006). Ademas se debe
considerar su uso solamente como un indicador y no debe ser relacionado
necesariamente con la intensidad con que un compuesto puede ser percibido. En
efecto, la relacion entre concentracion, umbral e intensidad de un compuesto,
descrita por la Ley Psicofisica de Potencia de Stevens (Stevens, 1951, 1961), no
permite concluir sobre las interacciones existentes entre los distintos compuestos
odorantes y la percepcién de la mezcla (Frijters, 1978). Otro elemento importante
es el uso de herramientas de analisis multivariado, conocido también como
Quimiometria (Chemometrics) para explorar los datos en busqueda de relaciones,
seguir alguna propiedad en funcion de ciertos compuestos, o clasificar muestras de
acuerdo a las distintas variables. Ejemplos de herramientas exploratorias de datos
son el anadlisis de componentes principales (Principal Component Analysis PCA) o el
analisis jerarquizado de clUsteres (Hierarchical Cluster Analysis), que buscan reducir
un gran nuimero de variables en unas pocas variables que agrupan a las iniciales,
pero que permiten explicar de mejor forma los datos. Estas técnicas han sido
ampliamente utilizadas en el estudio del vino, en especial para clasificar y
discriminar vinos de acuerdo a su variedad, origen y otras variables (Sivertsen et
al., 1999; Noble y Ebeler, 2002; Vilanova et al., 2007; Jurado et al., 2008).

1.7 Cromatografia gaseosa acoplada a olfactometria (GC-0)

El analisis de GC-0 es una de las principales técnicas utilizadas para el analisis de la
componente aromatica de un producto. Permite entregar informacién aromatica
directa sobre los compuestos quimicos detectados a través del analisis quimico por
GC-FID o GC-MS. Ademas de entregar informacion cualitativa sobre el compuesto
quimico percibido, dependiendo del tipo de procesamiento de datos utilizados,
permite entregar informacién sobre la jerarquia existente en estos compuestos, la
cudl no puede ser analizada de forma separada con la evaluacién sensorial de las
muestras. Esta técnica surge poco después de la invencion del cromatografo de
gases, reportandose en 1964 la primera descripcion de un GC modificado para oler
el efluente salido de la columna cromatografica (Fuller et al., 1964; Mayol y Acree,
2001). Sin embargo, el desarrollo de la técnica ha sido lento, principalmente debido
a la complejidad y poco entendimiento de la percepcién de aromas y sus
intensidades. Originalmente utilizado sélo para obtener una descripcidon del aroma
percibido al final de la columna cromatogréfica, diversos métodos cuantitativos han
surgido, los cuales pueden ser clasificados como métodos de frecuencia de
deteccidn, métodos de diluciones, y métodos de intensidad (Plutowska y Wardencki,
2008). Para la realizacion de este trabajo fueron revisadas las caracteristicas,
ventajas y desventajas de los diversos métodos (ver anexo A), junto con la
posibilidad de implementar el método escogido en el Centro de Aromas UC.
Finalmente se escogié una metodologia que utiliza una mezcla entre los métodos de
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frecuencia e intensidad. Estos métodos han sido publicados recientemente en
diversos trabajos, variando entre grupos de trabajo en la escala utilizada y el
parametro calculado para relacionar frecuencia de deteccion con intensidad. Uno de
ellos, utilizado por el grupo de V. Ferreira de la Universidad de Zaragoza, Espafa
(Ferreira et al., 2003; Campo et al., 2005; Campo et al., 2006; Escudero et al.,
2007), se basa en el calculo de la Frecuencia Modificada FM (Modified Frecuency),
calculada como la raiz de la multiplicacién de la frecuencia de deteccién y el
promedio de intensidad (ambos calculados como porcentaje de la maxima
frecuencia y maxima intensidad, respectivamente), parametro propuesto por A.
Dravnieks (Dravnieks, 1985) como un buen indicador de la importancia de un
aroma. Se utiliza una escala de 0 a 3 (0 no percibido, 1 percibido débil y dificil de
reconocer, 2 percibido claramente pero no intenso, 3 percibido intensamente),
permitiéndose en algunos casos valores intermedios. Un segundo método, calcula el
parametro denominado Sefial Olfatoria Total (Total Olfactory Signal TOS), la que es
calculada como el producto entre la intensidad promedio obtenida por el panel y la
frecuencia de deteccion, utiliza una escala de 1 a 5 para describir la intensidad (1,
muy débil; 2, débil; 3, moderado; 4, fuerte; y 5, muy fuerte) (Berdagué et al.,
2007). Este segundo método utiliza esta escala dado que permite una filtracion
mejor de los datos de TOS.

La metodologia que se escogi6o fue la utilizada por el grupo de V. Ferreira
principalmente debido a ser una escala mas facil de entrenar, ya que era muy
similar a la escala utilizada en el entrenamiento del panel de evaluacidon sensorial
del Centro de Aromas UC.

1.8 Evaluacion Sensorial de Muestras
La evaluacion sensorial es definida como:

“una disciplina cientifica utilizada para evocar, medir, analizar, e interpretar
reacciones de las caracteristicas de los alimentos y materiales mientras son
percibidos por los sentidos de la vista, olfato, gusto, tacto y oido.” (Stone y Sidel,
2004)

Esta disciplina tiene origenes en los afios 1940-1950, donde se comenzd a estimular
el uso de la evaluacién sensorial en el estudio de las preferencias de las comidas
entregadas al ejército de los Estados Unidos, las cudles a pesar de contar con todos
los requerimientos nutricionales, no contaban con la aceptacion del personal militar.
Este fue un primer esfuerzo en buscar explicar porqué ciertos alimentos eran
preferidos y otros no. La industria alimentaria, tomando como ejemplo al ejército
comenzd a entregar soporte y fomentar el desarrollo de la evaluaciéon sensorial,
aunque no comenzd a ser considerada como una fuente importante de informacion
hasta los afios 90. La principal causa de esto, es la tradicional perspectiva de contar
con un “experto” en la empresa (una muestra estadistica donde N es 1), el que por
medio de la experiencia obtenida en afos era capaz de describir los productos vy fijar
estandares de calidad de los mismos, desde un punto de vista sensorial. Con el
crecimiento de la economia y la competencia, junto a la rapida evolucién de los
procesos industriales, se volvio dificil mantenerse al tanto de todos los avances
respecto a los productos de interés. Ademas, las lineas de produccion se
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expandieron de gran manera, proporcionando una gran cantidad de productos,
siendo imposible tener conocimiento detallado de cada uno. Pero la mayor razén
gue permitio la nueva valoraciéon de la evaluacidon sensorial fue la incapacidad de los
expertos de explicar las preferencias de los consumidores y sus cambios, en
conjunto con el cambio de orientacién de muchas industrias, como la del vino, que
antiguamente estaban orientadas a la produccion (el productor decidia que producto
ofrecia) pasando a ser orientadas al cliente (el cliente sabe lo que quiere y el
productor debe ofrecerlo).

Existen tres tipos de andlisis utilizados en evaluacion sensorial: los analisis que
buscan discriminar muestras entre si (Test Discriminantes), los analisis que buscan
describir muestras (Test Descriptivos), y los analisis que buscan relaciones de
preferencia, aceptacién o rechazo de productos (Test de Aceptacién). A continuacion
se realizara una breve descripcion de las técnicas de analisis sensorial utilizadas en
este trabajo.

1.8.1 Test Triangular

El test triangular es un test discriminante que busca responder si dos muestras son
diferentes entre si. Es el mas conocido de los test discriminantes, y por mucho
tiempo fue considerado como un sinénimo del término evaluacion sensorial. El
método fue desarrollado en la cerveceria Carlsberg por Bengtsson y colaboradores
como un esfuerzo para utilizar test sensoriales en la evaluaciéon de cerveza. En este
test, como su nombre lo explica, los productos a diferenciar son presentados en tres
muestras, dos de ellas iguales, y se les solicita a los integrantes del panel que
determinen cudl de ellas es la diferente o cudles dos son las mas similares. La
probabilidad asociada a determinar la muestra distinta correctamente en esta
prueba es un 0,33.

1.8.2 Analisis Descriptivo Cuantitativo (Quantitative
Descrptive Analysis QDA)

La evaluacion sensorial por medio de Andlisis Descriptivo Cuantitativo es una de las
herramientas que permite entregar una descripcién de las muestras analizadas, a
partir de los términos generados por un panel entrenado. Por medio de estos datos
es posible identificar las diferencias percibidas por el analisis discriminante, aunque
es necesario considerar que QDA es una técnica que apunta a la descripcién, y no a
la diferenciacién entre muestras. Los test descriptivos son muchos mas sofisticados
que los test discriminantes y de aceptacion, en especial porque proveen informacion
que puede ser utilizada tanto como para buscar diferencias o similitudes entre
productos, junto con determinar atributos importantes en la aceptacién o rechazo
del producto. QDA es una metodologia desarrollada en 1974, basada en el uso de
un panel, el que por medio de la creaciéon de un lenguaje consensuado orientado a
todas las caracteristicas del producto que buscan ser descritas, y el uso de
replicacion para alcanzar sensibilidad de los sujetos y los atributos permite
identificar diferencias especificas entre los productos por medio de analisis
estadisticos especificos. Esta metodologia se caracteriza por requerir grandes
cantidades de tiempo, en especial para el proceso de generaciéon del vocabulario
consensuado y la replicacidon para alcanzar la sensibilidad necesaria. La capacidad
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de la metodologia de evaluar multiples productos se basa en la capacidad de los
integrantes del panel de realizar juicios relativos con un alto grado de precision.
Para esto es necesario siempre contar con un panel con integrantes calificados para
realizar las evaluaciones, lo que considera contar con sujetos disponibles, que estén
en contacto con el producto o sean potenciales usuarios del mismo, que sean
capaces de percibir diferencias entre clases de productos, y tengan la capacidad de
verbalizar las percepciones y trabajar en grupo. Algunas de estas capacidades
requieren de un entrenamiento previo, por lo que usualmente se cuenta con un
panel entrenado para realizar esta metodologia. El tamafio del panel se recomienda
entre 10-12 personas, ya que para tamafios menores que 10 la contribucién de
cada sujeto en la variabilidad total aumenta, mientras que en tamafios mayores a
12, produce problemas de coordinacién y de espacio para el entrenamiento grupal.

1.9 Hipoétesis

La hipdtesis de este trabajo es que existen diferencias significativas en la
componente aromatica de los mostos fermentados por distintas levaduras vinicas
comerciales, y que estas diferencias pueden ser determinadas por medio de
metodologias de evaluacién sensorial, analisis quimicos y analisis olfatométrico en
fermentaciones realizadas en mosto sintético.
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2. Objetivos

De acuerdo a la hipotesis propuesta, el objetivo general de esta tesis es caracterizar
sensorial, olfatométrica y quimicamente la sintesis de compuestos aromaticos por
levaduras comerciales vinicas. Asi, los objetivos especificos son los siguientes:

Disefar un sistema experimental que permita aislar la contribucidon aromatica de
cada levadura después del proceso fermentativo.

Caracterizar cada levadura utilizada de acuerdo a parametros fermentativos.

Comparar la componente aromatica de vinos elaborados por distintas levaduras a
través de analisis quimico, olfatométrico y sensorial.
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3. Materiales y Métodos

3.1 Cepas Utilizadas

Se utilizaron 6 cepas distintas de levaduras comerciales vinicas para realizar la
comparacion de la contribucion aromatica durante la fermentacién alcohdlica. La
cepa EC-1118 fue utilizada como cepa control respecto a la contribuciéon aromatica
dado que es reconocida como una cepa aromaticamente neutra y utilizada
principalmente para asegurar una buena fermentaciéon. Se seleccionaron 2 cepas
recomendadas por los fabricantes como aromaticas para fermentaciones de vinos
tintos: Uvaferm BDX de Lallemand y RX-60 de Laffort. Para fermentaciones de vino
blanco fueron recomendadas 2 cepas como aromaticas: QA-23 de Lallemand y X-5
de Laffort. Ademas para fermentaciones de vino blanco se empleé también la cepa
VIN-13 de Anchor (Lallemand), recomendada para la producciéon de vinos blancos
aromaticos de acuerdo a su fabricante.

La tabla 3-1 presenta un resumen con las principales caracteristicas de cada cepa.
En el anexo B se puede encontrar las fichas técnicas de cada una de las levaduras
utilizadas.

Tabla 3-1: Caracteristicas principales de las cepas de levaduras utilizadas.
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Cepa= Generos Rango-de-Temperatura= | Influencia-aromatica= z
Saccharomyces- ;érpr?ql.le%ltaciﬁrr?r?gﬂl rangi: Neutra, recomendada:|
EC-1118= Eﬁea.e;ﬁizi éptimo- entre- 15°- C- a- parta- un- _ampluj:uq- rango-
e 25%.C.m '
Cepa- aromatica,-[:
b e productara- Y
Zymaflare- f;.'?;:.'.?.?_eé',h{eg' 20°-C-3-30°-C.xt reveladora;-
R¥-60n cel"e:'l':fen ' recomendada- para-
e variedades- tintas,. en-
particular-Syrah.=
Altamente- £
recomendada- para-
Saccharomyees- Rangn-entre-lac'-q-a-aﬂc'- produccion- de- vinos-
Uvaferm- CErEVisiae. C,y-temperatura-optima-| tintos- de- calidad,- en-
BDX= ce"ev";'fen de-fermentacion-es-24°.| especial- Cabernet:
e C.a-28%Cum Sauvignon- - Merlot,
incrementando- sL-
caracter-warietal.=
Recomendada- para-|:
b e Rango- aptimo-| vinos- blancos-
VIN-13x f;.'?g.:.;f;;FCEE' recomendado- para-| aromdticos,. dado- que-
hibridax vinos-del-nuevo-mundo:-| realza- los- caracteres-
102.C.3-15%.C.= frutales,- tropicales. -
florales.=
Fecomendada- paras:
vinos- blancos-
complejos,- con-  alta-
Saccharomyces. revelacian- de- aromas-
¥-5u CErgvisise: 13°.C.3-18°C.= varietales. v+ buena-
cerevisisen produccian- de- aromas-
fermentativos-  (2-fenil-
etanal,-fenil-etil-acetato,-
alcoholisoamilico).=
Recomendada- para-|:
saccharomyces: fitsson 0 Tmoe.
, o imio. ora \ :
QA-23= Eﬂif;ﬁiji 145-Ca-28% L Posee- actividad-
e reveladora- de..amomas:
principalmente.=

3.2. Condiciones de Fermentacion

Las fermentaciones fueron realizadas en duplicado en fermentadores BIOFLO IIC
(New Brunswick Scientific, Edison, NJ, USA) de 2 L y 3 L, y BioStat B (Braun
Biotech, Alemania) de 2,5 L utilizando un medio MS300 modificado (Varela et al.,
2004; Molina et al., 2007). Este es un medio de cultivo que emula mosto de uva
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estandar pero sin ningun precursor aromatico varietal. El medio contiene 240 g/L de
azucares fermentables (glucosa y fructosa), y una fraccién de nitrédgeno asimilable
de 300 mg/L, con amonio y aminoacidos como fuentes nitrogenadas (Tabla 3-2).
Ademas posee una fraccién de vitaminas y otra fraccion de sales, las cuales
contienen en exceso estos elementos. Ademds, el medio contiene factores
anaerdbicos que permiten el crecimiento de la levadura en tales condiciones.

Tabla 3-2: Concentraciones de Amonio y Aminodcidos presentes en el medio MS300

modificado.
Fraccion de Nitrogeno Concentracion [g/L]
NH,(C1 0,27
Arginina 0,179
Glutamina 0,335
Prolina 0,64
Triptophano 0,166
Alanina 0,118
Acido Glutamico 0,100
Serina 0,074
Threonina 0,084
Leucina 0.057
Acido Aspartico 0,054
Valina 0,048
Fenilalanina 0,058
Isoleucina 0,030
Histidina 0,015
Metionina 0,044
Tirosina 0,029
(Glicina 0,012
Lisina 0,015
Cisteina 0,017

Se adiciond 5 ml por litro de medio de una solucidon de K,S,0s de concentracion
0,7558 g/L para obtener una concentracion en el mosto de 20 mg/L de SO, libre
para emular el proceso de adicién de bisulfito en mostos reales (mas detalles ver
anexo C). Para la inoculacion, se disefié un protocolo de rehidrataciéon de levaduras
secas activas a partir de las indicaciones de los productores (ver anexo D), y luego
de un recuento de células de levaduras rehidratadas en una cdmara de Neubauer,
se agregd un volumen de indculo con el objetivo de obtener 1x10° células por ml de
medio. El tiempo Lag fue considerado como el tiempo entre la inoculacién y la 22
generacion. Todas las fermentaciones comenzaron en estado anaerdbico, como
consecuencia de un burbujeo pleno con gas nitrogeno a un flujo de 1L/min por 20
minutos. Las fermentaciones se realizaron a 15° C para cepas destinadas a la
fermentacion de vinos blancos, y a 28° C para cepas destinadas a la fermentacion
de vinos tintos. Otras condiciones de fermentacion fueron pH 3,5, agitacién de 200
rpm y volumenes de trabajo de 1 o 2 L, dependiendo de la disponibilidad de los
fermentadores. La temperatura y el pH de las fermentaciones fueron controladas y
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se tomaron muestras de 15 ml durante el transcurso de la fermentacién para el
seguimiento de biomasa, del consumo de los principales substratos (glucosa y
fructosa), y de la producciéon de los principales productos metabdlicos (etanol,
glicerol, acido succinico y acido acético). Al finalizar la fase exponencial-comienzo de
la fase estacionaria de cada fermentacién, se burbujed un volumen de 30 mL aire
por litro de mosto, para simular la oxigenacién del mosto que ocurre durante el
proceso de remontaje en las bodegas (anexo E). Las fermentaciones fueron
detenidas al alcanzar sequedad, considerado como una concentracion menor de 2
g/L de azlcares totales en el medio (Lea y Piggott, 2003), comprobada por HPLC.

Una vez alcanzada la sequedad, se tomaron 2 muestras de la fermentacion,
separandola de las lias por medio de centrifugaciéon a 5000 rpm por 10 minutos.
Una muestra (350 mL minimo) fue destinada a la extraccion de compuestos
aromaticos y la otra (400 ml minimo) a la evaluacidn sensorial. Las muestras
destinadas a evaluacidon sensorial fueron almacenadas a 4° C en frascos Schott®,
con su espacio de cabeza purgado de oxigeno con nitrégeno o argén (de acuerdo a
disponibilidad) y la alrededor de la tapa del frasco fue sellado para evitar el ingreso
de oxigeno con Parafilm®. Se mantuvo las muestras en estas condiciones hasta el
momento de su evaluacién.

Mas detalles sobre disefio experimental, condiciones de fermentacion y toma de
muestras se encuentran en el anexo F. Ademas, para una mejor identificacion de las
fermentaciones se utilizé una codificacion para el procesamiento de los datos de las
fermentaciones (ver Anexo I).

14 Fermentaciones fueron realizadas y sus muestras finales, tomadas una vez
detenida la fermentacion al alcanzar sequedad, fueron utilizadas para los analisis
quimicos, olfatométricos y sensoriales. Las muestras tomadas durante el transcurso
de las fermentaciones fueron utilizadas para el analisis de curvas de crecimientos de
biomasa, consumo de nutrientes y produccion de compuestos principales.

Los rendimientos y tasas promedios de consumo y produccion volumétricas fueron
calculados a partir de las concentraciones obtenidas por HPLC. Las concentraciones
iniciales de metabolitos fueron calculadas como el promedio de la concentracion de
las muestras abidtica y 0, mientras que para la concentracion final se usé el valor
obtenido en la muestra final no diluida. Para el calculo de la tasa promedio de
consumo volumétrico de glucosa se considero el tiempo en que la glucosa alcanzé
una concentracion cercana a 0, y no el tiempo en que fue detenida la fermentacion.
La estimacién de los tiempos de sequedad, tasas maximas de crecimiento de
biomasa, tasas maximas de consumo y produccion volumétricas se realizé utilizando
el software TableCurve® 2D v5.0 (Systat Software, USA) para ajustar curvas
sigmoidales en el caso de consumo y produccidn a los datos de obtenidos por HPLC,
y curvas polinomiales de grado 8 para las curvas de biomasa (ver anexo I para un
ejemplo de calculo).

3.3 Técnicas Analiticas

La evolucién de las concentraciones de glucosa, fructosa, etanol, glicerol, acido
malico, acido citrico y acido acético fueron medidas mediante Cromatografia Liquida
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de Alto Rendimiento (High-Performance Liquid Chromatography HPLC) usando una
columna Aminex HPX-87X Bio-Rad® (Bio-Rad, California, USA) con un flujo de 5
ml/min de una soluciéon a 5 mM H,SO,4 a una temperatura de 55° C en la columna.
Acido malico, &cido citrico, y &cido acético fueron determinados por un detector
Waters 486 UV a 210 nm, mientras que los otros compuestos fueron determinados
por un detector de indice de refraccion Waters 410La concentracién de nitréogeno
libre a-amino fue determinado utilizando el test de o-phtaldehyde/n-acetyl-L-
cysteine (NOPA) usando un Espectrofotometro Auto-Analizador Roche Cobas FARA
(Roche, Basel, Suiza).

3.4 Extraccion de compuestos aromaticos de muestras finales

Los compuestos aromaticos fueron extraidos mediante extraccién liquido-liquido
siguiendo el protocolo utilizado por el Centro de Aromas DICTUC S.A. (Anexo F).
Cada muestra fue extraida en triplicado, donde cada réplica contiene 100 ml de
muestra mas 100 pl de estandar interno (4-Nonanol) extraidos en 2 pasos con un
volumen de 25 ml de diclorometano utilizado como solvente organico durante 30
minutos en un bafio con hielo, ambiente libre de oxigeno y bajo agitacion. Para la
separacién de las fases en cada paso de extracciéon, después de los 30 minutos de
contacto entre las fases organica y acuosa, se centrifugd por 20 minutos a 5000
rpm, para luego extraer la fase organica y repetir el proceso. El extracto obtenido
de ambos pasos (50 ml aprox.) fue puesto a -20° C por al menos 2 h para eliminar
cualquier contenido de agua al congelarla. Antes de su concentracion, el extracto
fue deshidratado mediante la adicién de Na,S0O,, y luego concentrado a un volumen
de extracto final de 200 pl en un bafio térmico a 40° C con una columna Vidreux y
con la ayuda de un flujo de nitrégeno puro. El extracto obtenido fue almacenado a -
20° C hasta su analisis.

3.5 Perfil de compuestos volatiles por GC-MS

Las muestras fueron analizadas en un cromatégrafo de gases Agilent 6890
conectado con un detector de masas Agilent 5972 (Agilent Techonologies, Santa
Clara, CA, USA). Se usé una columna polar Agilent JyW DB-WAXetr (60 m x 0,25
mm didmetro interno x 0,25 pym de espesor de film). La inyeccion fue realizada en
modo splitless por un inyector automatico con un volumen de 3 pl a una
temperatura de 180° C en el puerto de inyeccidon. El siguiente programa de
temperatura para el horno fue usado: una temperatura inicial de 40° C por 5
minutos, seguido por una rampa creciente de temperatura de 3° C/min hasta llegar
a 240° C, la cual se mantuvo por 25 minutos. Se usoé helio (pureza de 99,999%)
como gas de transporte con un flujo de 1,9 mil/min. Todos los espectros de masa
fueron adquiridos por ionizacién de impacto electrénico (EI Electronic Impact) a 70
eV usando como modo escaneado completo con un rango de escaneo de 35-550
m/z a una tasa de 1,5 escaneos s'. La adquisicidn e integracién de los datos fue
realizada con el software de cromatografia Chemstation®. La deconvolucion e
identificacion de cada peak fue realizada por el software AMDIS (Automated Mass
Spectral Deconvolution and Identification System) (Stein, 1999).
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Los perfiles quimicos fueron obtenidos por analisis de los cromatogramas GC-MS de
los extractos de aromas de cada fermentacion realizada y que alcanzo exitosamente
sequedad. El analisis de estos datos requirié una gran cantidad de tiempo, ya que
fueron analizados los cromatogramas de 14 de las fermentaciones realizadas con
sus respectivas extracciones en triplicado como minimo. El analisis de los
cromatogramas consistio en la identificacion del (de los) compuesto(s) en cada peak
del cromatograma vy la integracion del area correspondiente al peak para el calculo
de la concentracién del compuesto.

Para cada fermentacion se obtuvo una lista de compuestos identificados y
cuantificados en triplicado. Con estos valores de concentracién se calcularon los
valores de error estandar para cada fermentacion, y se procedio a eliminar datos de
forma de disminuir la variabilidad del proceso de extraccion en los casos que fuera
posible, tratando de llegar a un valor menor a 10% pero siempre dejando un
minimo de 2 valores para el calculo de la concentracion promedio.

A partir de estos datos, se hizo un listado de compuestos comunes encontrados en
todas las fermentaciones, se calculd la concentracion promedio y la variabilidad
biolégica obtenida entre los replicados de cada condicién experimental, utilizando
las concentraciones ya filtradas para disminuir la variabilidad de extracciéon. Con
esto se determind qué compuestos quimicos presentaron mayor variabilidad
microbiolégica en los replicados, y por lo tanto no era posible obtener una
conclusion acerca de ellos o se debia considerar esta variabilidad en las
comparaciones realizadas y en las conclusiones obtenidas.

Finalmente, para cada compuesto comun encontrado se buscé su umbral de
deteccién en la literatura, y, en caso de ser encontrado, se calculé su valor de OAV
(Odor Activity Value) como la razén entre la concentracion del compuesto y su
umbral de deteccion en una matriz especifica (en este caso vino idealmente). Con
los valores de OAV calculados, se verificd la existencia de diferencias significativas
para los distintos compuestos con OAV mayor que 1. Las varianzas calculadas para
los valores de OAV se obtuvieron a partir de todas las concentraciones obtenidas en
triplicado por la extraccion L-L de los duplicados de fermentacion.

3.6 Perfil de compuestos aromaticos por GC-0O

Las muestras fueron analizadas en un cromatdgrafo Agilent 6890 acoplado con un
detector de ionizacién de llama (FID) y un puerto de olfatometria Sniffer 9000
(Brechblhler Inc., Houston, TX, USA), ambos conectados por un divisor de flujo al
final de la columna, dividiéndolo en una razén de 1:1. Se usé una columna polar
Agilent Jyw DB-WAXetr (60 m x 0,25 mm didmetro interno x 0,25 ym de espesor
de film). La inyeccidn fue realizada en modo splitless por inyeccion manual con un
volumen de 3 ul a una temperatura de 180° C en el puerto de inyeccién. El
siguiente programa de temperatura para el horno fue usado: temperatura inicial de
40° C por 5 minutos, seguido por una rampa de temperatura subiendo 3° C/min
hasta llegar a 230° C, a la cual se mantuvo por 9 minutos, seguido de una rampa
de temperatura de 40° C/min hasta llegar a 240° C, la cual se mantuvo por 5,4
min. El gas Helio (pureza de 99,998%) fue usado como gas de transporte con un
flujo de 1,9 ml/min. La temperatura del detector FID fue de 250° C, con un flujo de



35

aire de 450 ml/min, un flujo de Hidrégeno de 49 ml/min, y un flujo de “*make up” de
45 ml/min. El puerto de olfatometria estd conectado al cromatégrafo por una linea
de transferencia calentada a 190° C, con humidificacion del flujo.

El panel que analiz6 las muestras consistidé en 12 personas, compuesto por:

4 personas entrenadas en evaluacidn sensorial pertenecientes al panel de
evaluacion sensorial permanente del Centro de Aromas de DICTUC S.A.

4 personas pertenecientes al personal que trabaja en el mismo Centro de Aromas
en areas de analisis quimico, las que fueron entrenadas.

4 alumnos de postgrados que también fueron entrenados.

El entrenamiento para alumnos y personal del Centro de Aromas consistio
aproximadamente 8 sesiones para generar vocabulario, evaluar la capacidad de
reconocimiento de estandares, la capacidad de percepcion de distintas intensidades
y categorizar muestras segun intensidad, y el uso de la escala utilizada.

Se selecciond 8 personas del panel segun disponibilidad para evaluar todas las
muestras. Cada panelista evalué cada muestra en dos segmentos de tiempo de 35
minutos (cada segmento evaluado en 1 sesion por dia para evitar fatiga olfativa). A
los integrantes del panel se les solicitd entregar un descriptor y un valor de
intensidad de acuerdo a una escala de 0 a 3, permitiéndose valores intermedios (0
cuando el aroma no es detectado, 1 si el aroma es débil, 2 si el aroma es detectado
de manera sencilla, y 3 si el aroma es de alta intensidad (Ferreira et al., 2003;
Campo et al., 2006; Gémez-Miguez et al., 2007). Los datos fueron adquiridos por el
software Nose to Text® (Brechbuhler Inc., Houston, TX, USA) (Mottay, 2004), los
cuales después fueron organizados y procesados de la siguiente manera:

1. En un archivo Excel, los descriptores y sus respectivos valores de intensidad
mencionados por el panelista fueron ordenados por tiempo para cada persona. A
cada persona se le asignd un color de celda. Luego, todos los descriptores dichos
por los integrantes del panel fueron ordenados por tiempo.

2. Los descriptores fueron agrupados entonces de acuerdo a similitud entre ellos por
categorias utilizando el nivel superior de la clasificacion Rueda de Aromas del Vino
(Noble et al., 1987). Algunos descriptores entregados no fueron considerados de
acuerdo a las siguientes 3 razones:

a. El descriptor fue mencionado por un soélo panelista y ningdn otro panelista dijo
otro descriptor similar en un tiempo cercano de 1 minuto.

b. El mismo descriptor o muy similar fue dicho por un mismo panelista en un tiempo
muy cercano (dentro de un minuto).

c. El descriptor fue dicho por un panelista dentro de un intervalo de tiempo en
donde mas de 2 panelistas dijeron un descriptor notoriamente distinto (e.g. queso-
frutoso) al mencionado por el panelista en mencion.
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3. Para cada zona odorante encontrada se determiné tiempo de inicio y fin, ancho
(diferencia entre tiempo de fin e inicio), descriptor general comun (de acuerdo a 9
categorias usadas de acuerdo a clasificacién de la Rueda de Aromas del Vino (Noble
et al.,, 1987): Caramelo, Quimico, Floral, Frutoso, Vegetativo, Microbioldgico,
Madera, Tierra, Zona Odorante Desconocida (Z0O)), su intensidad promedio (el valor
promedio de las intensidades mencionadas), su frecuencia de deteccién (el nUumero
de personas que detectaron la zona odorante), y su frecuencia modificada FM
(Dravnieks, 1985; Campo et al., 2006; Escudero et al., 2007) calculada segun la
siguiente férmula:

FM (%) = /F(%) X 1(%) (Ecuacién 3-1)
Donde F(%) es el porcentaje de los panelistas que detectaron la zona odorante e

I(%) es el porcentaje del promedio de intensidad con respecto al maximo valor
posible en la escala.

4. Para simplificar el andlisis de los datos y reducir el ruido de la sefal
olfatométrica, s6lo se consideraron las zonas odorantes cuyos valores de FM eran
mayores de 50%.

3.7 Evaluacion Sensorial de las Muestras

Las muestras de cada duplicado de fermentacidn destinadas a evaluacion sensorial
fueron mezcladas para la realizacion de los distintos analisis sensoriales con el
objetivo de obtener el volumen requerido para los analisis sensoriales a realizar.
Esto lamentablemente tuvo que hacerse, no permitiendo evaluar la variabilidad
biolégica de los duplicados de fermentaciones por evaluacion sensorial. Asi, se
obtuvo un volumen de muestra final aproximado de 800 ml, representativo de cada
cepa a partir de las fermentaciones realizadas en duplicado. El analisis sensorial de
cada muestra solo se realizé en forma ortonasal y no retronasal por degustaciéon de
las mismas, debido a que la presencia de &cido citrico en el mosto MS300
modificado otorgaba un sabor muy &acido a las muestras que influiria en su
evaluacion.

Para determinar que tipo de andlisis era posible realizar con las muestras a
disposicidon se realizé una evaluacién previa del aroma de cada una de las muestras.
Se determind realizar los siguientes analisis sensoriales:

Un analisis cuantitativo descriptivo de las 7 muestras utilizando el panel entrenado
del Centro de Aromas.

6 Test triangulares discriminantes para la diferenciacién de las 4 muestras
correspondientes a las fermentaciones a baja temperatura.3.7.1 Analisis

Descriptivo Cuantitativo

El Analisis Descriptivo Cuantitativo (QDA) fue realizado por la Jefa de Laboratorio de
Evaluacion Sensorial del Centro de Aromas. Para ello se utilizé un panel compuesto
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por 8 personas, 7 de las cuales eran integrantes del panel de Evaluacién Sensorial
del Centro de Aromas y con una amplia experiencia en las metodologias de
evaluacion sensorial de distintos tipos de muestras, en especial vinos, y el alumno
responsable de esta tesis, el cuadl fue sometido a un entrenamiento intensivo con
estandares aromaticos durante el primer semestre del afio 2007 para aumentar su
vocabulario y capacidad de reconocimiento de aromas. El procedimiento para la
realizacion del analisis consistid primero en una sesién de reconocimiento de la
muestra y la generacién de términos descriptivos a utilizar para la realizacién del
Analisis Descriptivo Cuantitativo. A partir de estos términos descriptivos propuestos
se hicieron estandares aromaticos, y con ellos se realizd un entrenamiento en el
reconocimiento de estos estandares. Después de 4 sesiones de entrenamiento, se
realizaron 2 sesiones de evaluacion preliminar de las muestras, donde se verificé la
significancia estadistica de los descriptores (repetitividad y consistencia del panel)
por medio de un test ANOVA. Una vez que el panel fue consistente y repetible, se
realizaron 2 sesiones de evaluacion finales. Para el andlisis estadistico se utilizaron
los datos obtenidos en las Ultimas 3 evaluaciones, y se consideraron soélo los
descriptores cuya varianza entre evaluacién tenian diferencias estadisticamente
significativas entre muestras, mediante el software Senstools® (OPyP Product
Research, Holanda).

3.7.2 Evaluacion Sensorial Discriminante

La evaluacion sensorial discriminante consistié en 6 test triangulares realizados en
duplicado, con el objetivo de verificar la existencia de diferencias entre los
fermentados obtenidos a baja temperatura para las cepas EC-1118, VIN-13, X5 vy
QA-23. Los test fueron efectuados por un panel de 8 personas, el mismo utilizado
para la realizacion del andlisis descriptivo cuantitativo. A cada panelista se le
entregd 3 copas, 2 de las cudles contenian una misma muestra y una tercera era
distinta, y se les pididé reconocer la muestra diferente. Para evitar que la decision
estuviera influenciada por el color de la muestra, se adiciond un colorante inodoro
para dejar todas las muestras del mismo color. Para el analisis estadistico de los
datos se utilizo el software Senstools® (OPyP Product Research, Holanda).
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4. Resultados y Discusion

Dada la gran cantidad de datos que fueron adquiridos en este trabajo, muchos de
estos datos no procesados no eran tan relevantes o algunos datos procesados eran
muy extensos para estar dentro del cuerpo de esta tesis. Por esto, muchas veces se
redirigirda al lector a los anexos correspondientes donde se podra obtener un
ejemplo de como los datos fueron guardados junto con el archivo electronico donde
pueden ser encontrados, o una extension de los resultados mostrados con un breve
comentario.

Los resultados obtenidos permitieron comparar las cepas utilizadas desde diversos
aspectos. Los resultados fermentativos entregaron informaciéon sobre el
comportamiento de las cepas respecto al proceso principal que realizan, que es la
conversion del azucar presente en el mosto a etanol. Para comparar las cepas
respecto a los aromas producidos, los resultados obtenidos por evaluaciéon sensorial
entregan una evaluacién del total de la contribucién aromatica de la cepa,
buscandose discriminar y caracterizar esta contribucion sensorialmente. Luego, a
partir de los resultados quimicos y olfatométricos se busca explicar los resultados
obtenidos por evaluacidon sensorial al descomponer la contribucién aromatica por
medio de la identificacién y cuantificacion de aromas de impacto, y luego
recomponer esta contribucion utilizando los resultados obtenidos de las tres
aproximaciones utilizadas.

4.1 Caracterizacion de las cepas utilizadas: Cinética de
crecimiento, consumo de nutrientes y sintesis de compuestos

principales.

4.1.1 Curvas de cinética de crecimiento y rendimientos en
biomasa

Las curvas de crecimiento de biomasa permiten observar el desarrollo de las
distintas cepas de levadura frente a un mismo medio en iguales condiciones de
crecimiento. La figura 4-1 muestra un ejemplo de las cinéticas de crecimiento de los
réplicas realizadas con la cepa RX-60 a 28° C cuantificadas por medio del peso seco
filtrado (mas detalle sobre otras cepas, ver anexo I). Cada color representa una
réplica distinta para la misma condicién (codificacion replicas ver Anexo I, tabla I-
1).
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Figura 4-1: Cinéticas de crecimiento de biomasa cuantificada a través de la medicion de
peso seco filtrado para 3 replicados de fermentaciones realizadas con la cepa RX-60

(Primera réplica no utilizada para analisis de datos).
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Las curvas de crecimiento presentaron poca variabilidad, a pesar de algunas
excepciones (ver anexo I). Las tasas de crecimiento maxima para cada cepa (tabla
4-1) fueron similares respecto a temperatura, no observandose diferencias
significativas entre ellas (ver anexo I).

Tabla 4-1: Tasas de crecimiento maximo de cepas comerciales utilizadas obtenidas a

partir del ajuste de curvas polinomiales de grado 8 a los datos de biomasa.

Tasa de Crecimiento

Temperatura Cepa Vaxima (fime) [¢/(L b)]

EC-1118 0.20 = 0,01

28° C RX-60 0,22 = 0,04
VIN-13 0.20 = 0,00

EC-1118 0,078 = 0,005

o VIN-13 0.067 = 0,011

1 C X-5 0.076 = 0,026

QA-23 0,074 = 0,015

La robustez de las cepas de levaduras vinicas comerciales puede ser observada en
la poca variabilidad presentada por las curvas de crecimiento. Esto confirma que las
levaduras vinicas comerciales son mucho mas confiable respecto de su desempeno
fermentativo que las levaduras nativas, responsables de las fermentaciones
espontaneas que poseen una alta variabilidad debido a que son distintas levaduras
las que participan en distintas etapas de la fermentacidon (Longo et al., 1992). Un
factor en la poca variabilidad obtenida fue el control estricto de la temperatura,
dado el importante efecto que ejerce ésta tanto en las cinéticas de fermentacion
como en el metabolismo de la levadura (Coleman et al., 2007; Tai, Daran-Lapujade,
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Luttik et al., 2007; Tai, Daran-Lapujade, Walsh et al., 2007). Otro resultado fue el
efecto observado al burbujear aire en las fermentaciones realizadas, lo que provocé
un aumento en la biomasa y una disminucién del tiempo para terminar la
fermentacion en comparacion con trabajos anteriores del laboratorio, efecto
reportado en otros estudios (Fornairon-Bonnefond et al., 2003; Rosenfeld et al.,
2003). El aumento en biomasa podria ser explicado por el consumo de aminodcidos,
especificamente prolina, los cudles no pueden ser metabolizados en condiciones
anaerobicas. De hecho, la disolucion de oxigeno ha sido sefialada como una solucién
para fermentaciones paralizadas o lentas (Ingledew et al., 1987). Ademas, otro
trabajo (Rossignol et al., 2003) sefiala que la levadura durante la fermentacion
alcohdlica expresa genes para la metabolizacion de prolina, a pesar de que ésta no
es consumida, demostrando que la célula posee estructuras moleculares preparadas
para su consumo en caso de la presencia de oxigeno. Sin embargo, dado que los
aminoacidos no fueron cuantificados durante las fermentaciones, no es posible
comprobar esto.

Un parametro fundamental para la comparacion de cepas de levaduras vinicas es el
rendimiento de biomasa en base al substrato limitante: el nitrégeno. El rendimiento
de biomasa en base a nitrogeno (Ynx) es un indicador de la eficiencia de la cepa
para producir biomasa en funcion del nitrégeno disponible y asimilable en las
condiciones de fermentaciones vinicas, donde la concentracion de biomasa es una
variable fundamental para la tasa fermentativa (Varela et al., 2004). Los resultados
obtenidos (Figura 4-2) indican que no existen diferencias significativas en los
rendimientos de biomasa-nitrégeno al comparar una cepa con el resto. Sin
embargo, se observan diferencias al comparar las cepas en pares, lo que sefiala la
existencia de cepas con requerimientos de nitrogeno mas bajos (EC-1118 a 15° C y
RX-60) y mas altos (Uvaferm BDX) dentro de las cepas analizadas, algo que debe
ser considerado para evitar fermentaciones problematicas (e.g. fermentaciones
lentas o paralizadas) donde el nitrogeno asimilable presente no es suficiente para
los requerimientos de la cepa (Bisson, 1999; Varela et al., 2004).

Figura 4-2: Datos de Rendimiento de Biomasa (g de Peso Seco Filtrado) por mg de
Nitrogeno consumido, obtenidos por el promedio de los rendimientos de ambos

duplicados, y el intervalo dado por la suma y resta de la desviacion estandar.
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Al utilizar levaduras vinicas comerciales, es necesario asegurar su rapida
implementacion y dominacion. Para este fin, una variable que indica que tan rapido
una cepa de levadura puede adaptarse al medio y crecer en él es el tiempo en que
demora desde la poblacién inoculada en aumentar su namero, como duplicarse o
mejor aun cuadruplicarse (Tiempo de latencia, comunicacion personal, Pedro
Carriles, Lallemand). Este valor podria ser usado por la industria como un indicador
temprano del futuro de la fermentaciéon (Figura 4-3). Se observaron valores
similares entre cepas de acuerdo a su temperatura de fermentacion. Luego, el uso
de esta medicidn podria ser valida como indicador temprano dado que el tiempo de
cuadruplicacion estd dentro de los primeros 2 dias de fermentacidon, y que el
recuento de células es una medicién muy sencilla. Sin embargo, se debe tener
cuidado y considerar que estos valores de tiempos de latencia han sido obtenidos en
condiciones de laboratorio y con mosto sintético, y no pueden ser extrapolados de
estas condiciones. Luego, los valores de tiempo de latencia en condiciones de
fermentaciones industriales deberan ser distintos a los obtenidos en esta tesis.

Figura 4-3: Tiempos de latencia de cada cepa, calculado como el tiempo entre la

inoculacion y la 2% generacion, en su temperatura correspondiente, sefialado como un
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posible indicador temprano del futuro de una fermentacion en las condiciones
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experimentales utilizadas. '

4.1.2 Consumo de nutrientes y produccion de compuestos
principales

La capacidad de consumir las azlcares presentes en el medio y de metabolizarlas en
etanol es de vital importancia dado que entrega informacién sobre que tan eficiente
es la levadura en el proceso fermentativo.

Usualmente una fermentacion es detenida en las vifias cuando ésta alcanza una
densidad cercana a 990 mg/l, lo que se traduce en una concentracién de azlcares
totales inferior a 2 g/l y un contenido alcohdlico dependiendo de la concentracion
inicial de azucar. El tiempo desde la inoculacion del mosto hasta el término de la
fermentacion es considerado como el tiempo necesario por la levadura para alcanzar
sequedad en el vino o tiempo de sequedad. Los tiempos de sequedad son un
parametro importante al realizar el plan de fermentaciones durante la época de
vendimia, donde el trabajo es intenso y contar con un buen plan es necesario para
dar un buen uso a los fermentadores disponibles.

Se estimé el tiempo necesario para alcanzar sequedad con cada cepa al ajustar una
curva sigmoidal a todos los tiempos en que las muestras fueron tomadas, graficados
en funcién a las concentraciones medidas (ver anexo I).

Tabla 4.2: Tiempos estimados para alcanzar sequedad con cada cepa, considerada como

una concentracion de azucares totales menor a 2 g/L.
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Temperatura Cepa Tiempo Estimado [dias]
ECI118 5800
28° C RX-60 5,6=0,0
Uwaferm BDX 5800
EC1118 146=14
155 ¢ QA-23 143103
) VIN-13 16,1 = 0.1
X5 158=03

* En negrillas se presentan valores con diferencias estadisticamente significativas al compararla con
otras cepas a su misma temperatura,

Se observa que ciertas cepas que demoran mas tiempo en alcanzar sequedad para
ambas temperaturas de fermentacién vinica, y que estas diferencias son mayores a
15° C con una diferencia de casi 2 dias mds entre EC-1118 y VIN-13 (Tabla 4-2). Se
observa una diferencia estadistica significativa, pero no relevante, entre RX-60, y
EC-1118 y Uvaferm BDX. Ademas, en las fermentaciones a 15° C se observa que las
cepas aromaticas VIN-13 y X-5 fueron las que mas demoraron en alcanzar
sequedad, siendo VIN-13 la mas lenta de todas. Es interesante senalar que no se
observan diferencias en tiempo de sequedad entre la cepa neutra EC-1118 y las
cepas aromaticas QA-23 y RX-60, a 15° C y a 28° C respectivamente.

Las curvas de consumo de glucosa y fructosa (Figura 4-4 y Anexo I) muestran
distintas tasas de consumo de cada azlcar, fendmeno reportado previamente en
literatura, y que depende de la cepa y de las condiciones de fermentacién utilizadas
(Bertherls et al., 2004).

Figura 4-4: Consumos de Glucosa y Fructosa para réplicas de fermentaciones con S.
cerevisiae EC-1118 a 28° C obtenidas a partir de datos de HPLC.
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Existen también algunas diferencias significativas en los consumos promedios de
fructosa entre cepas al compararlas segun temperatura de fermentacion (tabla 4-3),
y estas diferencias se encuentran relacionadas a las diferencias observadas en
tiempos de sequedad. RX-60, presenta un mayor consumo promedio de fructosa y
un tiempo menor de sequedad, y X-5 y VIN-13, presentan consumos promedios
menores de fructosa y mayores tiempos de sequedad. Ademads, VIN-13 presenta un
consumo promedio menor de glucosa, lo que explica que sea la cepa que mas
demora en alcanzar sequedad. Se observa asi que las cepas con mayor afinidad a
fructosa demoran menos en alcanzar sequedad. En un estudio reciente se sefiala
que la discrepancia glucosa/fructosa (diferencias entre las tasas de consumo de
glucosa y fructosa) estd correlacionada a la proporcion de fosforilaciéon de
fructosa/glucosa, y esta proporcién es un buen marcador para la seleccion de
levaduras vinicas con menor tendencia a fermentaciones lentas de fructosa
(Berthels et al., 2008).

Tabla 4-3: Tasas maxima y promedio de consumo volumétricas de glucosa y fructosa de
las cepas de levaduras comerciales vinicas utilizadas. Las comparaciones entre cepas

fueron realizadas de acuerdo a temperatura de fermentacion.



45

Omax, 6w [C- Grmax, FRU [C- Gorem, 6Lu [€- Gorom, Fru [C-
% Cepax mol/(L h)Jx mol/(L h)Jx mol/(L h)]x mol/(L h)]x

-0,102 + -0,054 =+ -0,037 % -0,023 %

EC-1118= 4 011x 0,005x 0,002x 0,001x
. ) 0,089 % -0,048 %= -0,036 = -0,025 =
287 Cx RX-60= 0,014x 0,001x 0,001x 0,002x
Uvaferm -0,108 % -0,052 % -0,037 £ -0,021 %
BDXx 0,006x 0,001x 0,010x 0,001x
= = = = = =
-0,031 + -0,019 + -0,014 + -0,011 =
EC-1118= 4 boox 0,002= 0,002x= 0,001x=
-0,031 £ -0,019 £ -0,014 £ -0,011 £
QA-23= 0,001= 0,000= 0,000x= 0,000=
15° Cx
-0,023 + -0,017 £ -0,0i1 £ -0,010 £
VIN-13x 0,003= 0,003= 0,001x 0,001x
-0,025 + -0,014 <+ -0,013 £ -0,010 =
X-5=

0,002x 0,001x 0,000= 0,000%

En negrillas consumos volumétricos que presentan una diferencia significativa entre
la media de la cepa y la media del resto de las cepas a la misma temperatura con
prueba estadistica t-Student.

La cantidad de etanol producido en base al substrato consumido indica la eficiencia
con que la cepa produce etanol, variable que es especialmente importante para
paises productores vitivinicolas del Nuevo Mundo, que por tener veranos mas
calidos las bayas de uvas se deshidratan obteniéndose una concentracion mayor de
azucar en el mosto obtenido a partir de ellas, lo que se traduce en vino con mayor
grado alcohdlico. Por este motivo se calcularon el rendimiento de etanol en base a
las azucares totales presentes, el grado alcohdlico alcanzado, y las tasas maximas y
promedio de productividades volumétricas de etanol.

Tabla 4-4: Rendimientos Etanol-Azlcares Totales, grado alcohdlico y tasas maxima y
promedio de produccion volumétrica de etanol. Comparacion realizada entre una cepa y

el resto de ellas, sin separarlas de acuerdo a temperatura de fermentacion.
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Rendimient Tasa Tasa
o Azlcares maxima promedio
Totales- de de
Etanol Y.e Grado produccio  produccion
Temperatur Fermentaci [g/g] = - volumétric
. g/gl = Alcohaolic .
ax onx= o= volumetri  a de
ca de Etanol
Etanol ................ QI:'r.crLE....J-..gf...
Qma=.E [C_ moI({LL h}]:[
mol/(L h}]=
EC1118= 0,44+ 0,01=  13,50=% 0,110 + 0,027 +
0,29= 0,008= 0,000x=
o RX-60= 0,47+ 0,01= 14,23+ 0,087 + 0,032 -
28% Cx 0,52x 0,017x 0,002x
Uwvaferm . . 14,32% 0,086 = 0,026 *
BD Xx 0.48= 0,01 0,35x 0,008= 0,001x
o s = = = X
EC1118= 0,44% 0,01=  13,80=% 0,032 £ 0,013 -
0,52= 0,001= 0,001=
VIN-13= 0,46+ 0,02= 14,33+ 0,028 + 0,012 -
0,77= 0,001= 0,002
15° C=
K-Sz 0,45+ 0,02= 14,332= 0,024 = 0,012 +
0,58= 0,001= 0,000=
QA-23x 0,44+ 0,00% 13,64% 0,038 + 0,013 -
0,21%x 0,004 0,000x=

En negrillas consumos volumétricos que presentan una diferencia significativa entre
la media de la cepa y la media del resto de las cepas a la misma temperatura con
prueba estadistica t-Student.

a Se realiza Test No Paramétrico Kruskal-Wallis dado que no se cumple requisito de
Homocedasticidad de Varianza.

No se observan diferencias significativas en los rendimientos de azlcares totales-
etanol ni en el grado alcohdlico alcanzado por las distintas cepas al comparar entre
ellas (tabla 4-4). Se observaron algunas diferencias significativas en las tasas
volumétricas maxima y promedio para algunas cepas.

Los resultados fermentativos sefialan que no que existen grandes diferencias en
parametros fermentativos, en especial en los rendimientos azucar-etanol ni en la
eficiencia de fermentacidn. Esto sefiala la importancia de la busqueda de una
levadura hipoproductora de etanol como una solucion al problema de mostos con
mayor concentracion de azlcar en los paises del hemisferio sur. Las Unicas
diferencias observadas fueron respecto a tiempos de sequedad y tasas de consumo
volumétrico de fructosa, ambos parametros relacionados entre si.
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4.2 Evaluacion sensorial de las muestras

Los resultados de evaluacion sensorial representan a todo el aroma que presenta
una muestra, en la cudl surgen efectos de potenciacion o supresion entre
compuestos quimicos aromaticos y no aromaticos en 3 niveles: en la mezcla liquida,
el equilibrio en el espacio de cabeza como mezcla gaseosa, y en la interaccién de la
mezcla gaseosa con nuestros receptores olfativos. Estos resultados son mas
importantes desde un punto de vista aplicado para argumentar si dos levaduras
producen vinos distintos, dado que es asi como nosotros percibimos los aromas de
un vino (Atanasova et al., 2005; Ferreira et al., 2008). A partir de estos resultados,
son determinadas las diferencias sensoriales existentes entre los productos
fermentativos producidos por las distintas cepas, las cuales se buscan explicar por
medio de la integracion de resultados de los analisis quimicos y olfatométricos, que

representan una descomposicion de la componente aromatica. 4.2.1
Evaluacion Sensorial Discriminante

El test discriminante triangular es recomendado sélo para muestras similares
sensorialmente. Por medio de la evaluacidén sensorial preliminar mencionada en la
seccién de Materiales y Métodos, se determind que los fermentados producidos a
alta temperatura eran notoriamente diferentes uno del otro, por lo que no se
realizaron test discriminantes para demostrar aquello, y se consider6 como
resultado que las cepas usadas producen fermentados diferentes. Para los vinos
elaborados a baja temperatura, debido a que fueron preliminarmente percibidos
como muy similares, se les realizd test discriminante para verificar si éstos eran
percibidos como muestras distintas.

Los test discriminantes establecieron como iguales los caldos producidos por las
cepas EC-1118 y X-5, y los caldos producidos por las cepas VIN-13 y QA-23,
mientras que fueron percibidos como distintos los vinos producidos por las cepas
EC-1118 y VIN-13; EC-1118 y QA-23; VIN-13 y X-5; y X-5 y QA-23 (Tabla 4-5).

Tabla 4-5: Comparacion entre caldos obtenidos por distintas cepas mediante evaluacion

sensorial discriminante a través de comparaciones pareadas entre cepas por test

triangular.
X VIN-13x X-5x QA-23x
EC-1118= +x -x +x

| vin-13=
X-5x

+: Hay diferencias significativas con 95% de confianza.

-: No ha diferencias significativas con 95% de confianza.
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Respecto a las parejas de cepas cuyos fermentados no fueron percibidos como
distintos, X-5 es recomendada como una cepa productora de aromas, ademas de
ser reveladora de aromas varietales; sin embargo no produjo un vino diferenciado al
de la cepa EC-1118, una cepa caracterizada como buena fermentadora, pero
aromaticamente neutra. Luego, la diferencia de sintesis de aromas fermentativos
entre estas 2 cepas en las condiciones experimentales utilizadas no es percibida
sensorialmente y no es Uutil para su diferenciacion. También, no se percibieron
diferencias entre las cepas VIN-13 y QA-23, ambas cepas recomendadas
principalmente como reveladoras de aromas varietales. VIN-13 es una cepa también
recomendada como productora de esteres, caracteristica que no contribuy6 a la
discriminacion del vino producido respecto al elaborado con QA-23.

Si bien los productos fermentativos de 2 parejas de cepas no son significativamente
distintos, aquellos correspondientes a las otras 4 parejas de cepas si lo fueron,
donde EC-1118, produjo fermentados distintos de las 2 cepas caracterizadas como
reveladoras de aromas varietales (VIN-13 y QA-23). De la misma forma X-5, se
diferencid de las cepas reveladoras de aromas. Asi, se observd una diferencia en
entre los fermentados elaborados con cepas productoras de aromas (EC-1118 y X5)
y reveladoras de aromas (VIN-13 y QA-23). Ademas, estas diferencias no estan
relacionadas con el hecho de que algunas cepas sean del genero Saccharomyces
cerevisiae o Saccharomyces bayanus o cepas hibridas resultantes de la fusidon entre
S. cerevisiae y S. bayanus.

Ademas, es interesante notar que solamente fue necesario realizar test
discriminante para diferenciar los vinos elaborados por las cepas fermentadas a baja
temperatura. En efecto, las cepas a alta temperatura produjeron caldos Ilo
suficientemente distintos entre si para no requerir este tipo de test. Esto puede
seflalar un efecto de temperatura respecto a las diferencias entre cepas, donde a
alta temperatura sea mas facil diferenciar entre cepas que a baja temperatura.

En resumen, a partir de la evaluacion sensorial se observd que la mayoria de los
fermentados producidos por cepas distintas fue posible discriminarlos entre si. Sin
embargo, algunos vinos elaborados por cepas distintas en fermentaciones a baja
temperatura no fue posible diferenciarlos.

4.2.2 Analisis Descriptivo Cuantitativo

Las muestras fueron analizadas en una primera instancia por el panel de evaluacion
sensorial del Centro de Aromas. Un grupo de 19 descriptores fueron propuestos
para realizar la descripcion de las muestras (ver Anexo J). Con estos 19
descriptores, se realizaron 2 sesiones de evaluacion sensorial preliminares, donde se
verific6 que los descriptores propuestos eran estadisticamente significativos al
comparar si existian o no diferencias significativas entre las medias de cada sesion.
Luego de esto, se realizaron 2 sesiones de evaluacion sensorial mas para ampliar el
set de datos. A partir de los datos obtenidos en las ultimas 3 sesiones se obtuvo 9
de los 19 descriptores iniciales cuyas varianzas entre sesiones no presentaron
diferencias significativas y por lo tanto pueden ser utilizados para el QDA (Tabla 4-
6).
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Tabla 4-6: Descriptores significativos utilizados para la realizacion del QDA.
Significancia obtenida al comparar promedios de intensidad para cada descriptor entre

las 3 sesiones realizadas por el panel de evaluacion sensorial.

Descriptores Valor-P en test a ANOVA considerando las 3 dltimas
Significativos sesiones de evaluacion

Platano 0,06823*
Caramelo 0.02809
Alcohol irritante 004152
Pifia 004583
Pasas 000420
Cola fria 0,02021
Omxidado 0,00035
Candv platano 0.02391
Pan afisio 000008

# El descriptor Plate=me fue utlizzde tambisn 2 peser de tener un veler-p = 0,05 dade que 2l esleular los

Luego, a partir de los valores promedio de intensidad de cada descriptor obtenidos
en las 3 sesiones consideradas para el andlisis de QDA, se obtuvieron perfiles
aromaticos caracteristicos para cada cepa. El descriptor Caramelo no fue utilizado
para graficar los perfiles aromaticos obtenidos, debido a que se considerd que éste
podria ser un artefacto del mosto sintético utilizado, el cual al ser autoclavado esta
sujeto a la caramelizacion de las azlcares presentes, lo que pudo haber generado la
nota aromatica de Caramelo. Los perfiles aromaticos obtenidos para cada cepa
pueden ser observados en separado en el anexo ], y en superposicion para cada
temperatura de fermentacion en las figuras 4-5 y 4-6 para 28° C y 15° C,
respectivamente.

Figura 4-5: Perfiles Aromaticos a través de QDA de los caldos obtenidos con distintas
cepas comerciales de S. cerevisiae fermentadas a 28° C. Descriptores con diferencias
significativas entre perfiles se encuentran dentro de elipses rojas, y los niveles de

significancia estadistica estan representados por letras.
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Figura 4-6: Perfiles Aromaticos a través de QDA de los caldos obtenidos con distintas

cepas comerciales de S. cerevisiae fermentadas a 15° C. Descriptores con diferencias
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significancia estadistica estan representados por letras.
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Los perfiles aromaticos obtenidos muestran diferencias en especial para algunos
descriptores especificos, e.g. pifia para fermentaciones a 28° C y pan anejo para
fermentaciones a 15° C, mientras que para otros practicamente los valores son
similares para todas las cepas, e.g. oxidado a 15° C y alcohol irritante a 28° C (mas
detalles, Anexo J]). Ademas, las formas de los perfiles son mas pronunciadas entre
cepas para alta temperatura que para baja temperatura, donde se observan menos

diferencias.
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A partir de estos datos, se realizd6 un Analisis de Componentes Principales (PCA),
permitiendo explicar la varianza de los descriptores en un 91%. Asi, con 3
componentes principales es posible explicar la mayor parte de la varianza de los
datos, donde los descriptores pifia, pan afiejo y oxidado dan cuenta del 51% de la
varianza explicada por medio de la componente 1, mientras que candy platano,
platano y alcohol irritante dan cuenta de un 29% explicado por medio de la
componente 2. Del 20% de la varianza restante, que no es explicada por las
primeras 2 componentes, 11% es explicada por la tercera componente. Esto sefiala
que los atributos utilizados permitieron efectivamente determinar las diferencias
entre las muestras.

Figura 4-7: Grafica de Analisis de Componentes Principales, representando las 2

componentes principales que explican el 81% de la varianza de los datos obtenidos por
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A partir de estos resultados se clasificaron las cepas de acuerdo al peso obtenido
por cada descriptor en su perfil aromatico y el analisis de PCA. La componente 1
ubicada en el eje horizontal de la figura 4-7, posee en sus valores positivos
caracteristicas microbioldgicas (pan anejo) y oxidado (oxidado), y en sus valores
negativos representa un caracter frutal tropical (pifia). La componente 2 ubicada en
el eje vertical de la figura 4-7 y posee en sus valores positivos caracteristicas
frutales (platano, frutos secos y candy platano), y en sus valores negativos una
caracteristica quimica (alcohol irritante). Con esto se determiné que:

Las cepas X-5 y RX-60 otorgan un aroma frutal superior a las otras cepas, aunque
RX-60 entrega una caracteristica frutal mayor en comparacién a X-5, ya que se
ubica en las 2 componentes en coeficientes frutales, en cambio X-5 la componente 2
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se encuentra en el medio, lo que implica un equilibrio entre las caracteristicas
guimicas vy frutales.

Las cepas VIN-13 y Uvaferm BDX entregan aromas microbiolégicos en la
componente 1, y en caracteristicas frutosas y caramelizadas en la componente 2.
Ambas cepas poseen una razon similar al ser proyectadas en cada eje, pero se
diferencian en la intensidad de cada atributo, siendo mayores con Uvaferm BDX.

La cepa QA-23 es una cepa poco aromatica, entregando un aporte similar a la cepa
EC-1118 a baja temperatura, con un bajo aporte frutal y un aporte medio en
caracteristicas quimicas.

La cepa EC-1118 a alta temperatura entrega caracteristicas mas bien fermentativas
respecto, particularmente microbiolégico y oxidado, y quimico en menor grado, pero
con un muy bajo aporte en caracteristicas frutosas.

Respecto al alto valor entregado para el descriptor oxidado en la cepa EC-1118 a
alta temperatura, se sefiala que estas fermentaciones fueron las primeras
realizadas, por lo tanto las que permanecieron por mas tiempo en las condiciones de
almacenamiento. Luego no es posible determinar si esta caracteristica oxidada es
un efecto de la cepa o un artefacto introducido por las condiciones de
almacenamiento.

Ademas se hicieron analisis de PCA de las cepas separadas por temperatura, y
observandose los resultados similares a los anteriores (ver anexo J). Sin embargo,
se sefala que estos analisis no cumplen con el requisito que el nUmero de muestras
debe ser idealmente igual al nUmero de descriptores al cuadrado.

A partir de los datos, se hicieron analisis ANOVA por cada descriptor para
determinar si existian diferencias significativas entre los valores obtenidos para cada
vino. Esto se hizo separando los fermentados elaborados por cepas a baja
temperatura de los elaborados por cepas a alta temperatura.

A alta temperatura (Figura 4-5), destaca la cepa RX-60, la cual posee caracteristicas
frutales (pifia) estadisticamente significativas mayores que las cepas EC-1118 y
Uvaferm BDX, y posee caracteristicas oxidadas y microbiolégicas (oxidado y pan
afiejo) significativamente menores que EC-1118 y Uvaferm BDX. EC-1118 se
destaca por tener en el descriptor platano el menor valor de las tres cepas.

Respecto a baja temperatura (Figura 4-6), la cepa VIN-13 tiene el mayor valor en el
descriptor caramelo y pasas; las diferencias con las otras cepas no son
estadisticamente significativas. Respecto al caramelo, éste se descartdé dado que
resultaria del proceso de autoclavado y por lo tanto artefactual.

Es interesante sefialar que los descriptores que poseen diferencias estadisticas a
28° C son distintos a los descriptores a 15° C, pero las categorias de los aromas son
las mismas: frutoso, microbioldgico y quimico. A ambas temperaturas el descriptor
pan afiejo (microbioldgico) presenta diferencias en su percepcion. A 28° C las
diferencias se encuentran en descriptores frutosos (platano y pina), junto con
quimicos y oxidados. Mientras que a 15° C, éstas radican en descriptores frutosos
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(Pasas) y quimicos (alcohol irritante). Esto nuevamente sefala un efecto de
temperatura en las diferencias percibidas entre cepas, presentando diferencias mas
acentuadas en aromas frutosos (frutas tropicales) a 28° C, en tanto que a 15° C
éstas radican en aromas quimicos y frutosos (frutas secas). Esto se relaciona con
trabajos anteriores (Killian & Ough, 1979; Molina et al., 2007) donde se sefiala que
los ésteres frutosos frescos estan en una concentracion mayor a baja temperatura,
mientras que algunos ésteres frutosos secos y florales estdn en mayor
concentracion a alta temperatura. Ademas, se ha demostrado que existe un efecto
importante de temperatura para otros tipos de compuestos que generan aromas
frutosos, como los tioles presentes en Sauvignon blanc, donde a mayor temperatura
(20° C) se observan mayores concentraciones de estos compuestos libres que a
baja temperatura (13° C) (Masneuf-Pomaréde et al., 2006) (mas detalle en anexo
J).

En resumen, el analisis descriptivo sefialé la existencia de diferencias significativas
en las intensidades percibidas en ciertos descriptores entre vinos producidos a
ambas temperaturas, y se observa un efecto de la temperatura en la mayor
semejanza de los perfiles aromaticos de vinos fermentados a 15° C respecto a los
vinos fermentados a 28° C.

4.3 Comparacion de Compuestos Volatiles

Se obtuvo un listado de compuestos para cada condicién, que vario entre 84 y 108
compuestos identificados con el nombre del compuesto, su concentracion calculada
para cada replica y su coeficiente de variacion (ver anexo K). De los compuestos
identificados para cada condicion, se obtuvo un listado que consistié en un total de
66 compuestos comunes, presentes en todas las condiciones experimentales o por
lo menos en 5 de las condiciones (ver anexo K). Ademas, se identifico 14
compuestos presentes en el mosto sin inocular que se encontraron entre los 66
compuestos comunes en las fermentaciones. No se encontré que las
concentraciones de los 14 compuestos presentes en el mosto sin inocular fueran
importantes en compuestos sintetizados por la levadura (e.g. alcohol isoamilico,
acido acético < 1%, mayor valor para acido hexanoico 11%, mas detalle ver anexo
K). Del total de 66 compuestos comunes, s6lo 13 compuestos presentaron valores
de OAV mayor que 1. Estos compuestos presentaron diferencias significativas en
sus valores de OAV (Tabla 4-7 y 4-8). Se debe recordar la importancia del umbral
olfativo en los valores de OAV calculados, el depende principalmente de la matriz
donde fue calculado, y la técnica experimental utilizada para determinar el umbral
(Marsili, 2006).

Tabla 4-7: Compuestos y Valores de OAV para Fermentaciones realizadas a 28° C con 3
cepas comerciales de S. cervisiae. Comparacion realizada de valores de OAV entre
cepas por One-Way ANOVA de datos de concentracion obtenidos a partir de triplicados

de extraccion L-L en ambos duplicados.



Umbral de OAV EC- aFi\T) Ciferancia
Compuestos| Deteccidon 1Iia . OaY RX-60= | Uvaferm Estadistica
[pag/L]= BD¥= OaVa
Alcohal 20000 1,7 £ 0,2% | 1,7 + 0,4= | 2,7 = 0,2= | SIx
Isoamilico=
Etil _ -
14~ 16,9 = 2,1=| 19,5 £ 4,7=| 12,4 = 0,8=| 5I"=
Hexanoato=
3-Ethoxy- | ) 5= 7,1+ 1,4% | 3,4+ 1,6° | 1,6 £ 0,2x | SI*x
1-propanal=
Etil _ ,
580~ 1,0 £ 0,2= (0,9 = 0,2= | 0,6 £ 0,0= | 5I"=
Octanoatox
Addo...... 173 1,0 +£0,3= | 0,9%0,2x 1,3 % 0,1= | SI=
Butirico=
Etil *
200~ 1,2 x0,8= (1,4 = 0,1= | 1,1 £ 0,3= | NO%=
Decanoatox=
Acido 33 10,3 + 0,6x| 7,4 = 0,3= | 7,8+ 0,8x | SI*=
Isovalérico=
Metional= 1000%= 2,0+ 0,22 | 2,0= 0,62 |47+ 0,1x | SI*x
Acetato de | oo 6,7 +0,5% | 4,1+0,3=% |53+0,3= | Sx
Fenil Etilo=
Acido 4205 2,6 + 0,65 | 2,1=0,1= | 1,9+ 0,1= | SI*x
Hexandicox
Fenil Etanolq 140005 2,1+ 0,5= | 3,0 1,2= | 3,4 = 0,3= [ NO™=
Acido 500 40+ 1,2= | 3,8+ 0,3= | 2,5+ 0,2= | SI*=
Dctanoicox
Acido 1000 1,3+ 0,4% | 1,5+ 0,1x | 0,9 = 0,3z | SI*x
Decanoicox
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a (Guth, 1997) Umbral obtenido en solucion agua-etanol al 10% p/p.

b (Ferreira et al., 2000) Umbral obtenido en solucidon agua-etanol al 11%, con 7 g/L
de glicerol, 5 g/L de acido tartarico, y pH ajustado a 3.4 con 1 M NaOH.

c (Mufioz et al., 2007) No se entrega informacion sobre que matriz fue usada para
calcular el umbral.

d (Etiévant, 1991; Escudero et al., 2007) Umbral calculado en vino.

* Datos comparados con Test No Paramétrico Kruskal-Wallis dado que no cumplian
con normalidad o homocedasticidad de varianza.
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(Datos en negrillas poseen una variabilidad microbioldgica superior o igual al 50%.)

A 28° C, existen diferencias significativas en los valores de OAV en 11 de los 13
compuestos que presentan OAV mayores a 1. Estas diferencias en las
concentraciones existentes en estos compuestos son importantes para explicar
algunas de las diferencias encontradas por medio del andlisis de los resultados
obtenidos por evaluacidn sensorial de los fermentados. Asi, las diferencias
estadisticas de los ésteres etil hexanoato, etil octanoato, y del alcohol superior
alcohol isoamilico pueden explicar las diferencias significativas percibidas en los
descriptores platano y pifa. En especial etil hexanoato, un compuesto cuyos
descriptores asociados por literatura son: frutoso, pifia, platano, piel de manzana, y
cuya concentracién promedio obtenida con la cepa RX-60 es la mayor de las 3 cepas
usadas para alta temperatura y coincide con la percepcion del fermentado producido
por esta cepa como el mas frutoso. La tabla 4-8 muestra los resultados para las
fermentaciones realizadas con distintas cepas a baja temperatura.

Tabla 4-8: Compuestos y Valores de OAV para Fermentaciones realizadas con 4 cepas
comerciales de S. cerevisiae a 15° C. Comparacion realizada de valores de OAV entre
cepas por One-Way ANOVA de datos de concentracién obtenidos a partir de triplicados

de extraccion L-L en ambos duplicados.

|Cnmpue5tn| Umbral | OAVEC- | OAV TI}'-| OAV X5 | OAV QA- | Diferencia |
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[ngL] 1118 13 23 Estadistica
OAV
Aleohol 1 5550p: 920, 6=0 6202 | 23203 I
Izoamilico ’
Enl 14° 175219 315277 444205 M.5200 SIH
Hexanoato T T i T
3-Ethoxy- - - - P - e mm o7
- 100 Ba=23 Ba=U23 804 83=0%8 3l
lpropancl
Etil 3804 4204 2204 9202 =03 51
Cctanoato ” B B
Arido - - - - - .
. 1735 610 6 = 0,00 3=04 =03 NO
EButirico
Eul 200¢ 38216 | 75210 | 802035 | 635218 51
Decanoato ’ ) ) )
Acido 29 3= 16 L §1=14 6= 5 s
Izovalérico T T - B ]
Metionol 10002 20=07 g=02 0=02 0=02 51
Acetato de - - ; - . S
. . 2502 13=13 16=01 21=0, 23006 MO
Fenil Etilo ’ ’ ’ ' ' '
Acido P . - . .- .-
.. 420° 41=0 38=0 3803 21=03 5l
Hexanoico
Fenil " o - P —— .
140007 28046 ix0 8=03 300 |
Etanol
Acide 5008 §1=14 58208 61203 2207 NO*
Oectanoico ) ’ ’ )
Arido 10008 2102 472=03 34+£02 30=05 5T
Decanoico T T ) ” "
2 (Guth, 1997) Umbral obtenide en selucion ague-stancl & 10%:pp.
b (Ferreirz et 2l 2000) Umbral obtenide en selucton zguz-stznel =l 11%%6, con 7 gL de glicerel, 5 gL de
g \ justzde 2 5.4 con 1 W N20H.
¢ (Wufioz et 2l No ze entregz mformacion sobre que matriz fus usezdz pars celeular o umbrzl
d (Ettgvant, 1 cudero ot zl., Ty Umbrzl ezleul &1 VIO,

(=]

Test Mo Peramétrice Kmska]l-Walliz dzde que no cumplizn con nermezlidad
hemocedasticidad de varianza
iDatos en negrillas poseen una variabilidad microbioligica superior o igual al £0%.)

Sélo 3 compuestos no mostraron diferencias significativas a 15° C en OAV (acido
butirico, acetato de fenil etilo, y acido octanoico). Recordando que las diferencias
significativas en los descriptores percibidas por evaluacién sensorial fue para los
descriptores alcohol irritante, pasas, y pan afejo, se observa que las diferencias
significativas existentes de OAV de los ésteres etil hexanoato, etil octanoato y etil
decanoato no fueron percibidas por evaluacion sensorial, por lo que esta diferencia
en concentracion no produce un efecto significativo diferenciador sensorial.
Tampoco con estas diferencias en concentracién es posible explicar que la cepa VIN-
13 sea percibida significativamente con la mayor intensidad para el descriptor
pasas.

El mismo analisis estadistico con los 13 compuestos que presentaron OAV mayores
gue 1 se realizd6 respecto a temperatura, es decir los perfiles de las cepas
fermentadas a 28° C fueron comparadas con los de las cepas fermentadas a 15° C.
12 de los 13 compuestos presentaron diferencias significativas en concentracion vy
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en sus OAV’s al ser comparados. El Unico compuesto que no presentd diferencias
significativas fue alcohol isoamilico. Esto reafirma trabajos anteriores del grupo que
mostraron que la temperatura ejerce un efecto significativo en las concentraciones
obtenidas al final del proceso fermentativo (Molina et al., 2007). Ademas,
comparando las fermentaciones realizadas con la cepa EC-1118 a alta y baja
temperatura, se encontré que a 15° C hay una concentracion mayor de los tres
ésteres con OAV mayor que 1 (etil hexanoato, etil octanoato y etil decanoato) que
28° C.

Una de las principales criticas que posee el calculo de OAV y la relacién entre el
impacto e importancia del compuesto es que no existe una relacién directamente
proporcional entre intensidad percibida y el nUmero de veces que la concentracion
de un compuesto se encuentra sobre su umbral (Pollien et al., 1997; Kamadia et al.,
2006). Esto es consecuencia que la ley que mejor describe la intensidad percibida
respecto a la concentracion de un compuesto es la Ley Psicofisica de Potencia de
Stevens. Asi, algunos autores (McGorrin & Gimelfarb, 1998; Marsili, 2006) proponen
usar el logaritmo de OAV para buscar compuestos importantes. Asi, se calculd el
logaritmo de OAV de los compuestos con OAV mayores que 1 y se realizé el mismo
analisis anterior, pero tampoco se encontrar diferencias al respecto.

Utilizando los compuestos presentes en todas las fermentaciones, se clasificaron de
acuerdo al tipo de compuesto en 4 categorias: Esteres, Alcoholes Superiores, Acidos
Grasos y Otros. Luego, en cada replica de fermentacién se calculé un promedio de
concentracion para cada compuesto, los que fueron sumados por categoria,
obteniéndose una concentracién total para cada una. Con ambas concentraciones
totales por categoria se calculd un promedio y una desviacion estandar de los dos
valores. Los promedios para cada categoria junto con el intervalo definido por su
desviacion estandar se graficaron para determinar diferencias existentes en la
produccion total de las 3 categorias de aromas fermentativos (Figuras 4-8, 4-9, y 4-
10).

Figura 4-8: Comparacion de las concentraciones totales de ésteres entre las cepas

utilizadas. Concentraciones de ésteres no considera a acetato de etilo.



58

Concentraciones Esteres
25000,00

20000,00

15000,00

ot
"
i
0
Foobo

10000,00

Concentracion [pg/L)

5000,00

0.00

EC111828°C RX-6028°C UvafermBDX ECI11815°C VIN-13 15% X=5 15%C 0A-2315%C
28°C

Fermentaciones

La concentracion total de ésteres es un indicador posible del aroma frutal obtenido
por una cepa, si se considera que existen efectos sinérgicos entre compuestos de
una misma familia quimica (Ferreira et al., 2008). Los compuestos que fueron
considerados en esta clasificacion fueron los siguientes: propanoato de etilo, acetato
de isoamilo, etil hexanoato, etil lactato, etil octanoato, etil 3-hidroxybutirato, 2,3-
butanodiol monoacetato, etil decanoato, 1,3-propanediol monoacetato, etil 4-
hidroxybutirato, 2-fenil acetato, y 4-hidroxybutirato de isopentilo. EI promedio de
concentracion total de ésteres fue similar para todas las fermentaciones,
exceptuando al promedio obtenido con la cepa VIN-13 (Figura 4-8). Esto no se
relacioné con las diferencias observadas en los aromas frutosos por evaluacion
sensorial, en especial en los vinos obtenidos a 28° C. Otro aspecto a sefialar es que
la concentracion total de ésteres obtenida con la cepa EC-1118 a 28° C fue similar a
la concentracién de ésteres a 15° C con la misma cepa.

Figura 4-9: Comparacion de las concentraciones totales de acidos grasos entre las cepas

utilizadas. No considera la concentracion de acido acético.
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Fermentaciones

Del mismo modo que para los ésteres, la concentraciéon total de acidos grasos es un
indicador de aromas microbioldgicos debido a efectos sinérgicos entre los
compuestos (a excepcion de acido acético, que posee aroma quimico). Los
compuestos considerados dentro de los acidos grasos fueron: acido isobutirico,
acido butirico, acido isovalérico, acido hexanoico, acido heptanoico, acido octanoico,
4cido decanoico, y el acido hexadecanoico. Acido acético no fue considerado debido
a tener una mayor concentracidén que el resto de los acidos, y no fue utilizado como
un descriptor significativo en evaluacion sensorial ni tampoco tener valores de OAV
mayores a 1. Para las concentraciones totales de acidos grasos, no se observa una
relacion entre las diferencias de percepcion del descriptor pan afiejo en las
concentraciones totales de acidos grasos.

Figura 4-10: Comparacion de las concentraciones totales de alcoholes superiores entre

las cepas utilizadas.
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Fermentaciones

Del mismo modo, las concentraciones totales de alcoholes superiores son un
indicador del aroma quimico caracteristico de esta familia de compuestos, aunque
también entregan algunas notas frutales o florares, dependiendo de su
concentracion y tipo. Los compuestos que fueron considerados dentro de esta
categoria fueron: isobutanol, alcohol isoamilico, Z-3-hexenol, 1-hexanol, 3-etoxi-1-
propanol, 2,3-butanodiol, 1,2-propanodiol, furfuril alcohol, metionol, fenil etanol, y
tirosol. Nuevamente se obtuvieron valores similares en las concentraciones totales
de alcoholes superiores para las cepas, a excepcion de la cepa Uvaferm BDX, lo que
se relaciond a una mayor intensidad en la percepcién del descriptor cola fria en el
vino elaborado por aquella cepa.

Los datos obtenidos en los perfiles quimicos de cada fermentaciéon fueron analizados
mediante analisis de componentes principales para explicar la variabilidad de los
datos con el objetivo de buscar relaciones existentes entre algunos compuestos, y la
clasificacién de las cepas. Se utilizaron las concentraciones de los compuestos
comunes encontrados en las fermentaciones y los OAV calculados anteriormente
para estos analisis, lo que fueron realizados en 3 aproximaciones: usando datos de
todas las cepas juntas y separandolas por temperatura de fermentacién. Para el
analisis de PCA que involucrd las concentraciones de los 66 compuestos comunes,
en las 3 aproximaciones se explicd en las primeras 2 dimensiones aproximadamente
el 90% de la variabilidad de los datos. Al analizar todas las fermentaciones no se
observa una clara separacién entre cepas, pero al tratar los datos de forma
separada por temperaturas, se observa que algunas cepas (Uvaferm BDX a 28° Cy
VIN-13 a 15° C) se separan del grupo central en ambos casos. Comparando todas
las cepas, los compuestos quimicos que explican la varianza y tienen un coeficiente
mayor en las componentes principales son el etil acetato, alcohol isoamilico, y el 2-
fenil etanol (Figura 4-11) (ver anexo K para resultados de PCA realizados a cada
temperatura).

Figura 4-11: PCA de las concentraciones de los compuestos comunes encontrados en el

andlisis quimico para todos los replicados de fermentaciones realizadas. Componente 1
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explica el 68% de la varianza de los datos, mientras que la componente 2 explica un
18%.

PCA Results (Covariance) : dimension 1 versus 2
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Para el analisis de PCA de los 13 compuestos con OAV mayor que 1 en usando las
mismas aproximaciones anteriores se encontroé que se explicaba mas del 90% de la
variabilidad de los datos por las primeras 2 componentes principales. Nuevamente
al comparar todas las fermentaciones no se logra una separacion de los replicados,
pero si al compararlas separadas por su temperatura de fermentacion. Aunque, a
diferencia con el resultado anterior, sélo a 28° C se observa una separacién entre
Uvaferm BDX y el resto de ellas, pero no a 15° C. Al utilizar los datos de OAV, los
compuestos que poseen un coeficiente mayor en las componentes principales son
etil hexanoato y acido 3-metilbutirico (acido isovalerico) (Figura 4-12) (ver anexo K
para resultados de PCA con datos de OAV por temperaturas).

Figura 4-12: PCA de los OAV de los compuestos comunes encontrados en el analisis
quimico, y que se encontrd su umbral de deteccién, para todos los replicados de
fermentaciones realizadas. Componente 1 explica el 85% de la varianza de los datos,

mientras que la componente 2 explica un 10%.
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PCA Results (Covariance) : dimension 1 versus 2
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El anadlisis de PCA utilizando los datos quimicos no entregd resultados satisfactorios
debido a la alta variabilidad de algunos compuestos cuantificados en los replicados
de fermentacion, lo que no permitié6 que algunos duplicados se posicionaran
cercanos uno al otro, estando dispersos y mezclandose con otras condiciones. Aun
asi, al tratar los datos separados por temperatura de fermentacion, se produce la
separacion de algunos vinos producidos por ciertas cepas (Uvaferm BDX y VIN-13).
Si bien este tipo de analisis se ha usado para diferenciar entre vinos de acuerdo a
las concentraciones quimicas de compuestos volatiles presentes (Sivertsen et al.,
1999; Marti et al., 2004; Korenovska & Suhaj, 2005; Jurado et al., 2008), en este
caso la diferenciacion no es clara con nuestros resultados. Sin embargo, entrega
informacidn sobre que compuestos son los que explican la mayor parte de la
varianza de los datos, observandose diferentes compuestos al considerar los datos
de concentracién quimica y OAV. Estos compuestos podrian ser utilizados como
marcadores para discriminar entre cepas comerciales de levaduras, pero se deberia
comprobar que estos resultados no son artefactos de la variabilidad del proceso de
extraccion.

En resumen, el andlisis quimico encontré 13 compuestos de impacto olfativo entre
los compuestos cuantificados e identificados por GC-MS, y que diferencias
significativas en las concentraciones de estos 13 compuestos podian ser
relacionadas a diferencias percibidas por evaluacion sensorial.

4.4 Comparacion de Perfiles Olfatométricos

Los resultados obtenidos por medio del analisis olfatométrico fueron un desafio, por
ser la primera vez que esta metodologia y aproximacion para el analisis de los datos
olfatométricos han sido utilizadas en nuestro grupo. Sin embargo, la importancia de
estos resultados para validar los datos obtenidos por el andlisis de GC-MS,
utilizando una aproximacion distinta, lo hace un aspecto imprescindible para este
tipo de estudios. El calculo del valor de frecuencia modificada (FM) para cada
compuesto aromatico permitié entregar un valor sobre la importancia del aroma.
Con esto, la informacion entregada por el analisis de GC-O es una descomposicion
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de la componente aromatica representada graficamente en un aromagrama, i.e. la
grafica de los compuestos aromaticos respecto al tiempo que eluyen de la columna
cromatografica. Asi, el principal resultado del andlisis de GC-O fue obtener para
cada fermentacién su perfil olfatométrico, que consistié en graficar los valores de FM
obtenidos con respecto al tiempo a partir de la evaluacion de la intensidad y una
descripcion del aroma realizada por un panel de 8 personas para dar validez a los
datos y asegurar su reproducibilidad (Pollien et al., 1997). Para 14 de las
fermentaciones realizadas (las mismas usadas en el andlisis quimico) y ademas el
mosto sin inocular, fueron obtenidos perfiles olfatométricos, en los cuales por medio
de un ajuste de los cromatogramas obtenidos por los equipos FID y GC-MS, fue
posible identificar un intervalo de tiempo y una lista de posibles candidatos
responsables de algunos aromas percibidos.

Los perfiles olfatométricos fueron realizados para cada duplicado, y a partir de éstos
se construyd un perfil olfatométrico con los aromas comunes para cada replicado
(ver anexo L). Inicialmente se intentd realizar una comparacion entre los
aromagramas de cada replicado utilizando todos los compuestos aromaticos
percibidos, pero dado que la sefal olfatométrica era altamente ruidosa, se
determind utilizar s6lo los compuestos aromaticos cuyo valor de FM era mayor a
50% (ver Materiales y Métodos). El anexo L contiene todos los aromagramas
construidos para cada réplica, tanto con todos sus compuestos aromaticos como con
s6lo aquéllos con FM mayor a 50%. Luego de la construccién de aromagramas
promedio para cada cepa, se descartaron los compuestos aromaticos de cada
aromagrama promedio que eran comunes con los compuestos activos presentes en
el aromagrama del mosto MS300. Asi, por ejemplo los descriptores como
caramelizado eran principalmente influencia del mosto MS300. Finalmente, en los
casos posibles, se identificd los compuestos quimicos responsables de los aromas en
cada aromagrama. En los aromas identificados, se observdé que algunos
presentaban OAV bajos (menores que 0,1), los cudles fueron también descartados.
Con esta Ultima aproximacién, se obtuvieron los aromagramas donde mejor se
observaron diferencias entre ellos (Figura 4-13 y 4-14). Considerando lo anterior, y
a partir de los aromagramas obtenidos para cada cepa se compararon los distintos
perfiles olfatométricos.

Figura 4-13: Aromagramas generado al descartar aromas comunes al medio MS300 y
compuestos aromaticos con valores de OAV bajos de cepas comerciales vinicas de S.
cerevisiae fermentadas a 28° C. Anchos de barras representan diferencia entre el primer
tiempo que una persona y el dltimo tiempo en que otra persona del panel dijo el mismo

descriptor.
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Figura 4-14: Aromagramas generado al descartar aromas comunes al medio MS300 y
compuestos aromaticos con valores de OAV bajos de cepas comerciales vinicas de S.
cerevisiae fermentadas a 15° C.
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En una primera instancia, se ordenaron los aromas de acuerdo a su valor de FM,
mostrandose que existen compuestos odorantes que se mantienen en las primeras
posiciones en el ranking de aromas, aunque el orden de éstos varia entre cepa y
cepa. Esto se observd especialmente en los primeros 3 compuestos odorantes con
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mayor valor de FM, los cuales eran comunes para todas las fermentaciones (Tabla
4-9). Después de los primeros tres, el ranking de aromas fue diferente para cada
cepa. Ademas, los valores de FM dentro de una misma zona odorante fueron
distintos entre cepas. Finalmente, el ranking aromatico de acuerdo al valor de FM de
cada cepa fue graficado para comparar las distintas configuraciones aromaticas que
cada cepa entrega al fermentar (Figura 4-15). En los rankings aromaticos, ademas
de observarse las distintas configuraciones aromaticas de que entrega cada cepa, y
utilizando los datos quimicos obtenidos previamente, es posible notar que existen
proporciones entre las concentraciones de algunos compuestos que estan dentro del
grupo de aromas con principal impacto olfativo. Estas proporciones pueden servir
como indicadores de las caracteristicas aromaticas que entrega la levadura.

Tabla 4-9: Posicion de los tres compuestos aromaticos con mayor FM y comunes en los
aromagramas promedios de cada cepa obtenidos inicialmente, previo al descarte de

aromas con OAV bajos para cada cepa.
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Figura 4-15: Comparacion entre Ranking de Compuestos Aromaticos, de acuerdo a
valor de FM, de los aromas presentes en los aromagramas de las distintas cepas
utilizadas. No considera compuestos aromaticos comunes con medio MS300 y con bajo
OAV.
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En una segunda etapa, los aromagramas obtenidos fueron comparados
graficamente para evaluar la factibilidad de emplearlos como huellas dactilares de la
levadura utilizada para realizar la fermentacién. Con este fin, cada aromagrama fue
separado en 8 categorias generales que fueron usadas como descriptores comunes
para los usados por el panel. Con esto fue posible determinar con mas facilmente
que en la comparacion anterior, las diferencias existentes entre cada aromagrama
por categoria de aromas vy verificar que los valores de FM para un mismo compuesto
aromatico eran distintos entre cepas. En particular, en los aromagramas obtenidos
al eliminar los compuestos aromaticos correspondientes al medio MS300 y los
aromas con bajos OAV, al separarlos en categorias aromaticas se identificaron los
compuestos aromaticos comunes y aquellos especificos para una cepa. Los aromas
comunes identificados refuerzan la propuesta de la existencia de una “matriz
vinosa” (Ferreira et al., 2008) responsable del aroma general del vino. Los aromas
especificos de una cepa son posiblemente compuestos presentes en concentraciones
distintas y mayores que en las otras cepas, los que pueden romper la matriz vinosa
e influenciar en la percepcion del vino. Los aromas comunes encontrados son: etil
propanoato*, acetato de isoamilo*, alcohol isoamilico, acido acético*, acido butirico,
y fenil etanol (* pueden no ser considerados por su bajo OAV). Algunos ejemplos
de compuestos especificos son: etil hexanoato a 28° C (EC-1118 y RX-60), etil
octanoato (QA-23), isobutanol (RX-60, X-5, y QA-23), y acido isovalérico (RX-60,
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EC-1118 15° C, VIN-13 y QA-23). Ademas, hay aromas cuyo compuesto
responsable no fue posible identificar y que son especificos para algunas cepas, en
especial ciertas notas vegetales (mas detalles en anexo L). Ademas, dado el
procesamiento de los datos realizado, se obtuvo que en algunas ocasiones un aroma
era clasificado en una categoria para una cepa, mientras que en otra cepa era
clasificado en otra, fendmeno también observado al realizar el aromagrama comun
para cada cepa. Esto ocurrié especificamente con aromas que tenian un valor de FM
bajo, lo que implicaba que el aroma debia tener una baja intensidad o una baja
frecuencia de reconocimiento en el panel. Como el compuesto odorante era
clasificado de acuerdo a la mayoria, entonces ocurria lo descrito. Este fendmeno
puede ser explicado tanto por su concentracion como por el compuesto per se, ya
gue dependiendo de la concentracion del compuesto y de la sensibilidad que cada
persona tiene respecto a éste, es la percepcion y el descriptor que explicita la
persona, lo genera una alta variabilidad al usar sélo consenso para clasificarlo. Otra
posible explicacion es que algunos compuestos aromaticos percibidos pueden
representar dos o mas compuestos quimicos que se encuentran coeluyendo, y que
estas diferencias de tipo de aroma percibido se deban a diferencias en las
proporciones de los compuestos que coeluyen. Se ha demostrado que proporciones
distintas de concentraciones de mezclas binarias de aromas generan percepciones
distintas (Zou y Buck, 2006).

Figura 4-16: Ejemplo de comparacion de aromagramas obtenidos para la cepa EC-1118
a 28° Cy la cepa RX-60.
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Finalmente, la tercera etapa que se utilizd para analizar los datos olfatométricos fue
la suma de los valores de FM obtenidos a través del perfil olfatométrico de cada
cepa de levadura, sin considerar los aromas comunes presentes en el medio MS300.
Asi, se ordenaron los valores obtenidos de acuerdo a su categoria a la que
pertenecian; y para cada categoria se sumaron los valores de FM (Figura 4-17).
Ademas, se calcularon los porcentajes de cada categoria respecto a la suma total de
valores de FM (Figura 4-18). De esta forma se obtuvo lo que denominamos la
“Contribucion Aromatica Relativa” (el porcentaje obtenido para cada categoria) y la
“Contribucion Aromatica Total” (el total obtenido) de cada cepa de levadura.
Nuevamente, utilizando esta clasificacion, se observd que entre algunas cepas
existen diferencias, pero estas diferencias no son extensivas para todas. A partir de
la Contribucion Aromatica Total, es posible observar que en algunas de las cepas se
obtuvieron un nimero mayor de compuestos odorantes que en otras; por ejemplo,
se presentan las cepas EC-1118 a 28° C, Uvaferm BDX, EC-1118 a 15° C, X-5 y QA-
23 con valores mayores totales que las cepas RX-60, y VIN-13. Dado que todos los
caldos fueron extraidos y concentrados de una manera similar, se puede concluir
que en complejidad aromatica, primero existe un efecto de temperatura, que puede
observarse en los valores mayores de FM para EC-1118 a 15° C que a 28° C; y
segundo, que entre cepas existen diferencias, tanto por presencia o ausencia de
ciertos tipos de aromas, como vegetativo entre las cepas EC-1118 a 15° C, VIN-13,
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y X-5 con la cepa QA-23, o como en madera con las cepas EC-1118 a 28° C, y
Uvaferm BDX, con la cepa RX-60, y las cepas EC-1118 a 15° C, con las cepas VIN-
13, X-5, y QA-23.

Figura 4-17: Contribucion Aromética Total de cada cepa utilizada, considera la suma de
los valores de FM para los aromas presentes en los aromagramas de cada cepa de

acuerdo a las categorias aromaticas de la Rueda del Vino.
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Las proporciones entre aromas cambian en todas las cepas (Figura 4-17).
Nuevamente, las combinaciones totales de aromas son distintas para la mayoria de
las cepas, tal como se observa al comparar los rankings de aromas de acuerdo a su
FM. Asi, la complejidad de los caldos cambia, pero esta vez de acuerdo a la
contribucion relativa de las categorias de aromas entregadas por cada cepa,
produciéndose combinaciones que pueden explicar las diferencias existentes. En el
caso de las cepas crecidas a 28° C, se observa que RX-60, a pesar de tener una
mayor cantidad de aromas quimicos, presenta la mayor proporcion de aromas
positivos como frutosos y florales; en cambio, las cepas EC-1118 a 28° C y Uvaferm
BDX presentan valores similares. Para las cepas crecidas a 15° C, las proporciones
de aromas positivos son similares, pero existen diferencias en aromas quimicos y
madera, donde X-5 presenta la mayor proporcion de aromas quimicos y la menor
proporcion de aromas microbioldgicos.

Las proporciones distintas en las razones entre los aromas frutales y microbioldgicos
podrian ser un indicador importante del grado de expresién aromatica. Se observod
que la proporcidn existente entre los porcentajes de contribuciéon en los aromas
frutosos y microbioldgicos en las cepas que el panel de evaluacién sensorial
describié como frutales (X-5 y RX-60) es cercana o superior a dos; mientras que las
cepas descritas como poco frutosas, con notas quimicas y microbioldgicas (EC-1118
a 28° Cy 15° C, Uvaferm BDX, VIN-13, y QA-23) poseen una razon cercana a 1.
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Figura 4-18: Contribucion Aromatica Relativa de cada cepa utilizada, considera el
porcentaje respecto de la Contribucion Aromaética Total de cada categoria de la suma de

los valores de FM para los aromas presentes en los aromagramas de cada cepa.
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En resumen, los datos olfatométricos permitieron observar que la descomposicion
de la contribucién aromatica realizada por cada levadura en el mosto MS300
presenta tanto compuestos comunes como distintos al comparar entre los
aromagramas obtenidos para cada cepa. Se observan relaciones existentes entre los
aromas de impacto aromatico, tanto en el orden de acuerdo a su valor de FM
(Ranking de aromas), como en proporciones entre compuestos especificos o
categorias de aromas. Se comparan estas relaciones con el fendmeno observado en
la musica, donde la teoria musical considera intervalos, distancias entre dos notas
musicales, como consonantes o disonantes de acuerdo al tamano del intervalo. En
particular, se sefiala la relacidon existente entre los aromas frutosos y los aromas
microbioldgicos con la percepcidon de descriptores frutosos en evaluacion sensorial
(X5 y RX-60).
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5. Conclusiones

El objetivo inicial de este trabajo fue comparar los aromas producidos por distintas
cepas de levaduras comerciales vinicas para identificar compuestos aromaticos
significativos en la diferenciacidon de cepas, para posteriormente atacar el problema
por medio de la modelacién de la produccidon de aromas fermentativos significativos.
El interés en la componente aromatica de los vinos radica en su diferenciaciéon y su
uso como herramienta de control. El manejo del aroma de un vino es una aspiracion
albergada por los productores, dado que los resultados del proceso son dificiles de
predecir con el conocimiento que se tiene actualmente.

Los resultados obtenidos de la caracterizacién de las levaduras sefalan que existen
diferencias en algunos parametros fermentativos como el rendimiento de biomasa-
nitrégeno, o los tiempos necesarios para alcanzar sequedad. Sin embargo, respecto
al desempeno de una cepa en la conversion del azlcar a etanol no se observaron
diferencias significativas, por lo que en cuanto a esta funcion la seleccion de la
levadura es irrelevante. Esto puede resultar del extensivo proceso de seleccion a la
que han sido sometidas estas levaduras comerciales, donde uno de los principales
criterios de seleccidon es la capacidad fermentativa de la cepa, descartandose
aquellas levaduras que no cumplan con un rendimiento minimo (Torija, 2002). Esto
refuerza la necesidad de encontrar o generar levaduras hipoproductoras de etanol,
que posean rendimientos significativamente menores a las existentes en el mercado
actual y que puedan ser utilizadas para producir vinos de menor contenido
alcohdlico. Ademas, dada la poca variabilidad de los resultados fermentativos se
confirman los beneficios en la estandarizacion de resultados al utilizar una cepa
comercial vinica.

El analisis sensorial discriminante mostré que a 15° C las diferencias en la sintesis
de aromas fermentativos no fueron percibidas entre las cepas productoras de éstos,
ni entre cepas caracterizadas como reveladoras de aromas varietales. Por el
contrario, si fue posible diferenciar entre cepas productoras de aromas
fermentativos y cepas reveladoras. Ademas, las diferencias percibidas aumentan en
fermentaciones a 28° C, donde todos los productos fermentativos fueron percibidos
como diferentes. Con esto, es posible plantear que la contribuciéon aromatica de una
cepa al fermentar serd percibida distinta con respecto a otra cepa, dependiendo del
balance que ésta tenga en su aporte aromatico fermentativo y revelador-varietal,
balance que se ve afectado por la temperatura de fermentacion. Asi, se observa que
si una cepa posee una capacidad reveladora incrementada, considerando
Unicamente los aromas fermentativos, entonces produce caldos que son percibidos
distintos a los caldos generados por cepas que poseen una capacidad reveladora
“normal”.

Por medio de la descripcion sensorial de los caldos fermentados con distintas cepas
se concluye que existen diferencias significativas entre ciertas cepas en descriptores
especificos, las cudles pueden ser responsables de la diferenciacion entre ellas,
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aunque estas diferencias no son extensivas para todas. Ademas, el nimero de
descriptores significativamente diferentes no asegura que los fermentados puedan
ser diferenciados. Se observd que las diferencias existentes entre los perfiles de
ciertas cepas no son suficientemente fuertes para provocar una diferenciacién de los
fermentados producidos, a pesar de que estos sean descritos de forma distinta.
Nuevamente se observa el hecho que las diferencias entre cepas se acentuan en las
fermentaciones a 28° C

Por su parte, los analisis quimicos permitieron determinar compuestos especificos
en los cudles se observaron diferencias significativas en la concentracién final
presente en los caldos producidos por cepas distintas. Asi, se pudo explicar algunos
aspectos distintos obtenidos en evaluacion sensorial, aunque también se observod
gue algunas diferencias quimicas que no eran significativas sensorialmente.

Los resultados olfatométricos entregaron importante informacién cualitativa,
respecto de que las cepas producen una configuracion distinta de aromas, y que las
relaciones entre compuestos aromaticos de alto impacto varian dependiendo de la
cepa. Si bien se observa que los tres aromas mas importantes son los mismos para
cada cepa, es interesante observar que las diferencias ocurridas en los aromas
posteriores a los tres de mayor FM pueden generar que los fermentados sean
percibidos como distintos. Un punto interesante de estos resultados fue observar
gue la deconstruccion aromatica de los fermentados muestra que los aromas mas
importantes fueron negativos y poco agradables, como vinagre (acido acético),
queso (acido butirico), y alcohol irritante (alcohol isoamilico). Sin embargo, la
integracion de estos aromas analizado por la evaluacién sensorial de las muestras,
sefald que los aromas de mayor FM no presentan el primer impacto en las
muestras. Esto rinde cuenta de multiples interacciones que ocurren entre los
compuestos quimicos en el mosto, las cuales influyen en la composiciéon del espacio
de cabeza, y a las cudles se suman las interacciones de los multiples compuestos
volatiles del espacio de cabeza con nuestros receptores olfativos.

A manera de conclusién final, se puede afirmar que la hipdtesis planteada
inicialmente en este trabajo es cierta, pero el grado de certeza depende
estrictamente del par de cepas utilizadas en la comparacion. En efecto, es cierto
que existen algunas cepas que permiten entregar una contribucién aromatica que es
percibida como sensorialmente distinta, y esto puede ser explicado por la existencia
de diferencias significativas en las concentraciones quimicas existentes entre ciertos
compuestos quimicos (con concentraciones mayores o menores a su umbral
olfativo) o grupos de compuestos quimicos que contribuyen aromaticamente y
pueden romper la “matriz vinosa” (Ferreira et al., 2008). Pero la existencia de estas
diferencias no asegura que las contribuciones aromaticas entre una cepa y otra sean
distintas. En este trabajo, se observd que a pesar de encontrarse diferencias
significativas en concentracién y tener perfiles aromaticos distintos, las diferencias
entre las contribuciones a la componente aromatica del vino en algunos pares de
cepas no son percibidas. En este sentido, planteamos como propuesta la
importancia de la configuracién aromatica y de las interrelaciones entre los aromas
presentes (proporciones entre compuestos y entre notas aromaticas) respecto a su
contribucion aromatica. En otras palabras, las diferencias en las relaciones
existentes entre los aromas de impacto olfativo influyen en la discriminacion entre
vinos producidos por distintas cepas. Luego, es posible imaginar que en la
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componente aromatica de un vino, ademas de existir notas aromaticas principales,
el orden de ellas y las relaciones entre ella, definen el aroma percibido y cuan
agradable es.

Finalmente, se destaca el efecto de la temperatura para diferenciar entre las
contribuciones aromaticas de cada cepa, en especial considerando que trabajos
anteriores sefialaban que las fermentaciones realizadas a baja temperatura eran
mas aromaticas que las producidas a alta temperatura. Aqui se muestra que las
diferencias en la componente aromatica percibidas por medio de analisis sensorial
de los fermentados a 28° C son mayores que a 15° C, a pesar de que la
contribucidon aromatica total es mayor a baja temperatura. Luego, se puede concluir
que la decision sobre qué cepa usar es de mayor importancia en fermentaciones de
mostos tintos que de mostos blancos, dado que en los primeros se perciben mejor
las diferencias, aunque se debe sefialar que no han sido extensivamente evaluadas
diferencias entre cepas de la especie Saccharomyces cerevisiae respecto a la
revelaciéon de aromas varietales (Ugliano et al., 2006).

Para terminar, se debe tener cuidado con extrapolar las conclusiones obtenidas en
este trabajo a fermentaciones en mosto real, dado que es necesaria una etapa de
validacion de estos resultados. Se debe recordar que en este trabajo sélo fue
abordada la contribucién de aromas fermentativos sintetizados por la levadura en
un mosto sintético, separandola de la contribucién de aromas varietales revelados.
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6. Trabajo Futuro

Cuatro temas son considerados como centrales para avanzar hacia un mayor
entendimiento sobre cdmo las levaduras vinicas afectan el aroma de un vino:

El primero es la reconstruccion aromatica a partir de los datos obtenidos en este
trabajo para la verificacion de la influencia de las relaciones existentes entre
categorias de aromas o compuestos aromaticos especificos en la diferenciacion de
vinos de una misma categoria. Se propone construir soluciones modelo de vino
(11% v/v solucién etanol-agua, 7 g/L de glicerol, 5 g/L de acido tartarico) y
adicionar concentraciones de los compuestos etil hexanoato y acido butirico (o acido
isovalérico) similares a las obtenidas de en los vinos elaborados por las cepas RX-60
y X-5, y EC-1118 a ambas temperaturas.

El tercer tema es el estudio cambios en los aromas fermentativos en un vino, con el
objetivo de determinar si el aroma oxidado percibido en los vinos que fueron
almacenados por mayor tiempo (EC-1118 a 28° C y Uvaferm BDX) no es influencia
de aquello.

El segundo de los temas, es la continuacion de este trabajo de caracterizacion, pero
enfocado hacia las concentraciones quimicas presentes en el espacio de cabeza,
para luego validar los resultados obtenidos, tanto en concentracién liquida como
gaseosa en mosto real. Esto es necesario para complementar los datos obtenidos en
esta tesis.

El cuarto de ellos, es la modelacion del efecto producido por la levadura. Para esto,
es necesario tener un mayor conocimiento sobre como se desarrolla cada
compuesto a lo largo de la fermentacién alcohdlica, cudles son las interacciones que
éste tiene con respecto a otros compuestos en el medio liquido, como afectan estas
interacciones su equilibrio en el espacio de cabeza, y que interacciones presenta el
compuesto, en presencia de otros, frente a nuestros receptores olfativos y nuestra
percepcion final. La division de las interacciones que ocurren en el fendmeno de
percibir un aroma producido o liberado por la acciéon de la levadura es necesaria
para comprender el proceso y poder modelarlo.
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ANEXOS
Anexo A: Informacion complementaria de introduccion

En este anexo se revisardn elementos introductorios no imprescindibles en la
introduccion, pero que si fueron revisados en el desarrollo de la tesis como: la
revision bibliografica realizada para decidir la técnica de extraccién de aromas y el
procedimiento de realizacion de GC-O.

A.l.- Técnicas de Extraccion
A.1.1.- Micro-Extraccion en Fase Solida (Solid Phase
Microextraction SPME)

Esta técnica consiste en la utilizacion de una fibra delgada cubierta con un polimero
o0 un adsorbente que posee un coeficiente de particion mucho mayor que el de la
fase acuosa o gaseosa y permite la extraccion de compuestos organicos. Esta
técnica permite medir compuestos presentes en el espacio de cabeza (HS-SPME) o
en el liguido mismo, por contacto directo con la fibra (D-SPME). Después de un
tiempo de exposicion de la fibra en el medio a extraer, tiempo necesario para
alcanzar equilibrio entre las fases, la fibra es llevada al puerto de inyecciéon del
equipo de cromatografia en donde la fibra es calentada para la desorcidon de los
compuestos adsorbidos. Esta técnica fue desarrollada a comienzos de los afios 90,
ganando una amplia aceptacion debido a la facilidad de extraccién, a que no usa
solventes tdéxicos, y economia. El andlisis de aromas en vinos no es una excepcion
(Marti et al., 2004; Howard et al., 2005; Setkova et al., 2007). La principal variable
a considerar es el tipo de recubrimiento de fibra a utilizar, dado que cada una posee
afinidades diferentes y permite extraer con mayor eficiencia ciertos compuestos.
Otras variables que deben ser optimizadas para mejorar el proceso de extraccion
son: la cantidad de sales que son adicionadas, el tiempo y la temperatura de
extraccion, la agitacion y el volumen de la muestra (Pawliszyn, 1997; Lord &
Pawliszyn, 2000). Para la extraccién en vino, ha sido reportado que la composicion
de la matriz de extraccion ejerce un efecto importante en los compuestos a extraer
(Rocha et al., 2001).

A.1.2.- Extraccion con Barra Adsortiva de Agitacion

Sorbedora (Stir-Bar Sorptive Extraction)

Esta técnica consiste en el mismo principio de equilibrio que D-SPME, desarrollado
también en los afios 90, pero que se diferencia en el uso de una barra de agitacion
de vidrio recubierta por el adsorbente polidimetilsiloxano (PDMS) en mayores
cantidades que las presentes en una fibra de SPME (24 pl versus 0,5 ul), de manera
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que la superficie de contacto entre las dos fases es mayor, permitiendo una mayor
eficiencia en la extraccion y aumentando 100 veces su sensibilidad (Baltussen et al.,
1999). Luego de la extraccion la barra es colocada en un sistema de desorcién
térmica (Thermal Desorption System TDS) donde los compuestos son volatilizados y
capturados en una trampa de frio que contiene Tenax, una resina adsorbente
especifica para bajas temperaturas. Posteriormente los compuestos son desorbidos
hacia la columna capilar del cromatégrafo gaseoso (Caven-Quantrill & Buglass,
2006). Tal como SPME, es una técnica rapida, econémica y que no requiere uso de
solventes; sus parametros de optimizacién son temperatura, tiempo, pH y adicién
de sales. A pesar de sus ventajas sobre SPME, ha sido poco utilizada para el analisis
de aromas de vinos y mostos (Hayasaka et al., 2003; Alves et al., 2005; Marin et
al., 2005; Caven-Quantrill & Buglass, 2006; Zalacain et al., 2007).

A.1.3.- Extraccion en Fase Soélida (Solid Phase Extraction
SPE)

Técnica basada en la afinidad que posee los compuestos organicos al pasar por una
fase sélida estacionaria, en la cual los compuestos de interés pueden o no ser
retenidos en la fase sdlida, permitiendo la separaciéon de éstos. Técnica que se ha
desarrollado durante los Ultimos afios con nuevos formatos, cartuchos de absorcion
y varias fases disponibles, junto con la presion existente en los laboratorios para
reducir el uso de solventes organicos en las opciones de extraccion (Hennion,
1999). Es una técnica utilizada para la extraccion de muestras o la limpieza de las
muestras. El problema mayor de esta técnica radica en que la selectividad (medida
como la razoén entre los factores cromatograficos de retencion entre los compuestos
gue se desean medir y los que interfieren en su medicién) que posee para
compuestos que no son altamente apolares o polares es baja.

A.1.4.- Solvent Assisted Flavour Analysis SAFE

Técnica de extraccion a vacio y a temperatura ambiente para compuestos
aromaticos presentes tanto en muestras liquidas como sdlidas. Es una técnica
introducida en 1999 por el grupo de trabajo del prof. Schieberle (Engel et al.,
1999).En un aparato de vidrio especialmente disefiado se es conecta una bomba de
alto vacio (Figura A-1). La muestra es introducida en el compartimiento 1, y por
medio de la accidn del vacio, los compuestos volatiles migran a la seccion 2, donde
en nitrégeno liquido en el compartimiento 3, son condensados y caen en el
compartimiento de destilacion (4). Esta técnica es utilizada tanto para la extraccion
de la muestra misma, como para la concentracién de extractos de muestras
obtenidos por otra técnica (e.g. extraccion liquido-liquido). Las bajas temperaturas
de extraccién permiten reducir la posible formacion de artefactos y la pérdida de
compuestos altamente volatiles o termolabiles. Mas aun, el vacio permite aumentar
la eficiencia de extraccion de los compuestos. El gran inconveniente de esta técnica
es el costo de implementacién, ya que las bombas de alto vacio requeridas son de
alto costo.

Figura A-1: Esquema del aparato de destilacion de la técnica SAFE (Engel et al., 1999).
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Tabla A-1: Comparacion de acuerdo a variables de funcionamiento de técnicas de

extraccién de aromas.
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Tabla A-2: Comparacion en ventajas y desventajas de técnicas de extraccion de aromas

en vino.
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A.2.- Cromatografia gaseosa acoplada a olfactometria

A continuacion se presenta un descripcién de los métodos cuantitativos existentes
en GC-0O:

Los métodos de frecuencia de deteccion se basan en el uso de un panel de
deteccidon con un numero entre 6-12 personas, las cuales huelen la muestra y se les
pide informar si detectan el aroma y entregar un descriptor asociado, luego la
importancia del aroma detectado esta dada por el nimero de personas del panel
que han detectado el aroma (a mayor frecuencia de deteccidon, mayor importancia).
El método principal de frecuencia calcula dos parametros en base a los datos
obtenidos, los que son la superficie de frecuencia nasal de impacto (SNIF Surface of
Nasal Impact Frecuency) y la frecuencia nasal de impacto (NIF Nasal Impact
Frecuency), donde el primero considera la deteccion del aroma y el tiempo en que
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es percibido, y el segundo solamente la deteccion misma (Pollen et al., 1997). La
principal ventaja de este método radica en que la diferencia del valor calculado de
NIF y SNIF entre un panel de n y un panel de n+1 personas disminuye a medida
gue incrementa el niumero de integrantes del panel, con cerca del 50% para un
panel de 2 personas y un 5% para un panel de 21 personas (Figura A-2). Se
encontré que esta técnica ha sido utilizada en el estudio del aroma del vino en un
solo trabajo (Le Fur et al., 2003).

Figura A-2: Disminucion de la diferencia entre un panel de n y n+1 personas (Pollen et
al., 1997).
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Los métodos de dilucion se caracterizan por realizar analisis olfatométrico de
sucesivas diluciones de una muestra, hasta que ningln compuesto sea percibido.
Dos métodos existen, uno es el analisis de diluciones de extractos de aroma (Aroma
Extraction Dilution Analysis AEDA), donde para cada compuesto percibido es
calculado un factor de diluciéon (FD), y la importancia del aroma esta dada por este
valor (@ mayor FD, mayor importancia), el segundo método es el analisis de
medicion de respuestas aroma heddnicas combinadas (Combined Hedonic Aroma
Response CHARM Analysis), el cudl ademas de determinar la presencia del peak
aromatico en cada dilucion, se determina la duracion del mismo, a partir de ambos
datos son calculados los valores CHARM (CHARM values), los cuales son
proporcionales a la cantidad del compuesto presente en la muestra e inversamente
proporcionales al umbral de percepcion. Un método alternativo, pero con el mismo
objetivo que los métodos de dilucién es el analisis de concentraciones seriadas
(Aroma Extraction Concentration Analysis AECA), donde el extracto es concentrado
sucesivamente, con el objetivo de ver en que concentraciéon aparece cierto aroma
(Grosch et al., 2001). Estas técnicas han sido usadas en el analisis de vinos (Aznar
et al., 2001; Marti et al., 2003; Campo et al., 2007) y AECA ha sido utilizada para el
estudio del aroma en mostos de uva (Lopez, R. et al., 2004).
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Los métodos de intensidad se basan en la medicidn directa de la intensidad de un
compuesto utilizando una escala determinada. Dos métodos se destacan en esta
categoria, OSME (del griego “olfato”) y el método de Finger-Span (Etiévant et al.,
1999), ambos consisten en la medicidon directa de intensidad a medida que el
compuestos odorante eluye de la columna cromatogréafica, diferencidndose el
segundo en el uso de un equipo (potenciometro) permite modificar una sefal
electrica utilizando los dedos indice o mayor, y el pulgar, separandoles de acuerdo a
la intensidad percibida (Figura A-3). Estas técnicas han sido utilizada también para
el estudio de aromas en el vino (Lee & Noble, 2003; Glrbiz et al., 2006).

Figura A-3: Aparato utilizado en la técnica Finger-Span. 1: anillo fijo para pulgar; 2:
anillo movil para dedo indice o mayor; 3: pista del cursos; 4: lampara indicadora de
sefial; 5: switch encendido y apagado (Etiévant et al., 1999).

Cada técnica posee ventajas y desventajas, y las informaciones entregadas son
complementarias son perspectivas distintas de la importancia de un aroma (Tabla
A-3). Cada tipo de técnica permite entregar distinta informacion, pero todas son
graficadas de la misma forma, por medio de la construcciéon del aromagrama, que
es analogo al cromatograma. En esta grafica, se grafica el parametro calculado con
la metodologia escogida respecto al tiempo en que cada compuesto fue percibido.

Finalmente se sefala que, si bien GC-O ha entregado valiosa informacién sobre la
importancia de ciertos aromas en distintas muestras, aln quedan varias dificultados
por vencer. Una de ellas es el tiempo requerido para analizar muestras por un panel
en un analisis olfatométrico, el cudl es de minimo dos dias para analisis de
frecuencia y cercano a dos semanas para analisis de diluciones. Para resolver este
problema, el uso de multiples puertos olfatométricos conectados a un mismo GC es
una alternativa, lo que permite que varias personas huelan la salida del efluente,
distribuido de tal forma que cada uno perciba la misma cantidad (Debonneville et
al., 1999; Berdagué et al., 2007). Otra herramienta nueva es el uso de MDGC
acoplada con olfatometria (MDGC-0-MS) y espectrofotometria de masa, debido a la
mejor separacion lograda por MDGC permite que compuestos en concentraciones
muy pequefias que usualmente pueden estar coeluyendo con compuestos en
mayores concentraciones, lo que no permite ni su deteccién, por supresion de
aromas, ni su identificacion (Eaton et al., 2006).



Tabla A-3: Comparacion entre metodologias de analisis de

Wardencki, 2008).
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GC-O (Plutowska &

Técnica

Ventaja

Desventaja

Metodos de Frecuencia
de Deteccion

* Simplicidad. no requiere de entrenamiento
para integrantes del panel.

* Mejor reproducibilidad de los resultados.
* Permite  detectar  diferencias en
capacidades de deteccion de ciertos aromas
(anosmias especificas) en el panel.

* Facilidad de realizacion.

* Menor consumo de tiempo en realizacion.

* No se entrega informacion sobre inten
de un compuesto detectado. lo que no pe
observar  diferencias  entre compu
detectados conla misma frecuencia, en es;
si todos los integrantes del panel detect
compuesto.

Metodos de Diluciones

* Permite determinar los compuestos con
mayor impacto olfativo. comparando esta
informaciénconlos OAV caleulados a partir
del analisis quimico.

* Sonlos meétodos que consumen mas tie
debido al gran niimero de diluciones neces
Esto puede ser reducido considerando
pocos niveles (tres) de dilucion para clas
aromas de acuerdo a ello. relacionandolo ¢
impacto olfativo.

* Requiere que los integrantes del panel
altamente sensibles v entrenados, lo que
arrojar resultados subjetivos.

* Se basan en el falso supuesto qu
intensidades (v su impacto olfativo) d
aromas son directamente proporcionales
concentracion.

Anexo B: Fichas Técnicas de Levaruas Vinicas Utilizadas.

1.- EC-1118
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TERROIR SELECTION : CHAMPAGNE

Lalvin EC-1118

THE ORIGINAL ‘PRISE DE MOUSSE’

APPLICATIONS

The EC-1118 yeast has been isolated in Champagne and its use is validated by the
Comité Interprofessionnel du Vin de Champagne (CIVC). Its strong competitive
character, its ability to ferment at low temperature, good flocculation and excellent
alcohol tolerance, make the EC-1118 an excellent strain to be used in a wide range of
applications (such as sparkling wines, fruit wines and ciders).

MICROBIOLOGICAL AND OENOLOGICAL PROPERTIES

Saccharomyces cerevisiae bayanus Low requirement in assimilable
Competitive factor nitrogen

High alcohol tolerance up to 18% Low O, requirement (especially at low
Short lag phase T°)

Fast fermentation rate in a wide pH Low to average production of volatile
range acidity

Wide range of temperatures for Average SO, production

fermentation including low Low H,S production

temperatures (Optimal between 15°C Low foam formation

to 25°C)
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KINETICS AND FERMENTATION TEMPERATURE

CindSaoes rment dves 324C

» &

COx(9)

o

|

&

Kinetics of fermentation at different
temperatures

Comparison of kinetics of fermentation
between 3 different yeasts

TERROIR SELECTION : CHAMPAGNE

Lalvin EC-1118

THE ORIGINAL ‘PRISE DE MOUSSE’

DOSAGE

White, red and rosé winemaking: 25t0 40
ghl

Secondary bottle fermentation S0g/l

To restart stuck fermentation 40g/hl

Note: dosage range is based on the must sugar content and saniary state of the grapes and winery.
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Rehydrate EC-1118in 5 times its weight of potable water at 40°C. Let stand for at least 20 minutes
then gently stir occasionally to break up any clumps. Add to the must.

- THE TOTAL REHYDRATION DURATION SHOULD NEVER EXCEED 45 MINUTES

- AVOID COLD SHOCKING THE YEAST. THE TEMPERATURE DROP BETWEEN THE
MUST TO BE INOCULATED AND THE REHYDRATION MEDIUM SHOULD NEVER BE
>10°C (if any doubt, please contact your supplier or Lallemand)

- ITIS ESSENTIAL TO REHYDRATE THE YEAST IN A CLEAN CONTAINER.

- INITIAL REHYDRATION IN MUST IS NOT ADVISABLE.

Lallemand guarantees the quality of its products sold in their original packaging, used in conformity
with the expiration date and the storage conditions.

The information is true and accurate to the best of our knowledge; however, this data sheet is not
to be considered as a guarantee expressed or implied, or as a condition of sale of this product.

FOR MORE INFORMATION: www.lalvinwine.com @

2.- RX-60

ZYMAFLORE RX60

Yeast for fruity and spicy red wines

SPECIFICATIONS

ZYMAFLORE RX60 is a strain derived from breeding, combining outstanding fermentation capacities and excellent aroma

production and revelation. Suitable for all types of red grape varieties for elaborating modern, aromatic red wines which
are supple on the palate.

EMOLOGICAL PROPERTIES

Fermentation characteristics :

+ Tolerance to alcohal: up to 16.5 % vol.

« Tolerance over a large temperature range: 20 - 30°C.
+  Medium-high nitrogen requirements.

+ Low production of volatile acidity and H,5.



Aromatic and organoleptic characteristics :
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+ Aromatically intense nose and palate profile (fruity, red fruits), while maintaining varietal specificity.
Particularly optimises the aromatic potential of Syrah grapes, giving a balanced wine with a clean, fruity/spicy profile.

Produces wines with supple mouthfeel,

Aromatic and organcleptic characteristics :

+ Aromatically intense nose and palate profile (fruity, red fruits), while maintaining varietal specificity.
« Particularly optimises the aromatic potential of Syrah grapes, giving a balanced wine with a clean, fruity/spicy profile,

+  Produces wines with supple mouthfeel.

EXPERIMENTAL RESULTS

Trial in Australia, 2006 Syrah.
Potential alcohol 14% vol., Sugar 252 g/, pH 3.45.

Yeasting at tank filling, with 30 g/hL SUPERSTART®/
DYNASTART®,

Positive implantation controls (DNA) for RX60 and strain
A, contaminated for strain B.

Completed fermentations (9 to 17 days), volatile acidity

—a— RXG0 Density —o—RNE] Temperalre
0.27 g/L H!SO‘ on average. —a— Slirgin A Density o Gtemin A Tempemture
Sirain B Density Simin B Terpemiue
PROTOCOL FOR USE
ENOLOGICAL CONDITIONS DOSAGE
+ Please refer to the Technical Booklet « good alcoholic - 20 g/hL

fermentation management » for complete information on
yeast addition timing and techniques, the key points of
fermentation.

IMPLEMENTATION

In the case of prefermentative cold maceration (cold
soaking), it is recommended to add yeast at 5 g/hL during
tank filling, in order to dominate the indigenous flora, then
to complete with 15 to 20 g/hL at the end of maceration,
before increasing the must temperature.

+ Carefully follow the yeast rehydration protocol indicated on the packet.
+ Avoid temperature differences exceeding 10°C between the must and the yeast during inoculation. Total yeast

preparation time must not exceed 45 minutes,

+ In the case of harvests with a high alcohol degree potential and in order to minimise volatile acidity formation use

SUPERSTART®/DYNASTART® in the rehydration water.

STORAGE

PACKAGING

In original, unopened packaging. Use within the specified
use by date.
Specific conditions: please refer to the technical data sheet.

500g vacuum bag, 10kg box.
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3.- Uvaferm BDX

uvaferm BDX“"

Saccharomyces cerevisiae cerevisiae
The perfect fermenter

For more than 25 years, Lallemand has been
selecting the best winemaking yeasts from nature.
The ever-more challenging conditions of fermen-

PROCESS

e nnenty tation have propelled Lallemand to develop a new

production process for these natural yeasts - the YSEOe process
- which optimizes the reliability of alcoholic fermentation and
reduces the risks of fermentation off-flavours. YSEO® yeasts are
100% natural and non-GMO.

Applications

The Cabernet-Sauvignon, the Merlot and the Cabernet Franc are widely spread in
the world nowadays. According to the soil, the output, the winemaker’s personality
and the type of winemaking, the wines made from these grape varieries will have
different expressions. They however present dominating and specific characters
such as pepper hints (pyrazine aromatic family) for the Cabernet Franc and Caber-
net-Sauvignon and strawberry jam hints (furaneols family) for the Merlot. To this is
to be added a stronger tannic presence.

The uvaferm BDXe yeast, isolated in France, which qualities are recognized all
around the world, respects these essential components of the Bordeaux grape
variety, especially at the varietal aromas level.

Besides, the uvaferm BDXe yeast preserves the concentration in phenolic com-
pounds in the wines and allows the winemaker to elaborate wines with strong
colors and high total polyphenol levels.
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Microbiological and cenological properties

* Saccharomyces cerevisiae var. cerevisiae

* Sensitive to the competitive factor K2

* High tolerance to alcohol : up to 16%

* Average lag phase

* Moderate fermentation rate allowing long macerations
¢ Optimum temperature range: 18 to 30°C

* Average requirement in assimilable nitrogen

* Low [3-glycosidase activity : limits the color losses

* Low production of volatile acidity: 0,20g/L eq (H,SO,)
¢ SO, production : between 20 mg and 30 mg/L

* Low foam formation

* Facilitates the malolactic fermentation

Sensory profiles and color

Varieties Countries Sensory profiles
Cabernet-sauvignon USA Dry fruits, olives, round tannins
Merlot USA Ripe fruits, round tannins
Malbec Argentine Dry fruits, truffles

Sensory profiles of wines obtained with the uvaferm BDX® yeast in various wine-growing regions

Comparison of the coloring intensity of wines fermented

Syrah Clare Valley
(Australian Wine Research
Institute, 2001)

Strain

BDX®

Dosage

Red winemaking: 20 to 40g/hL
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Intructions for use

1°/ Rehydrate in 10 times its weight of water (temperature between 35 and 40°C).

2°/ Dissolve carefully by gentle stirring and wait for 20 minutes.

3%/ Add to the must. The temperature difference between the must to be inoculated
and the rehydration medium should never be over 10°C (if any doubt, please contact
your supplier or Lallemand).

4°/ The total rehydration duration should never exceed 45 minutes.

5° It is essential to rehydrate the yeast in a clean container.

6°/ The rehydration in must is not advisable.

Selected Natural solutions that add value to the world of winemaking I
od g:g Distr"b“
producted by

B.P. 59
31702 Blagnac CEDEX
tel: +33(0)5 62 74 55 55
fax: +33(0)562 74 55 00

www.lalledhandwine.com

4.- VIN-13
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Saccharomyces cerevisiae

A yeast for the production of aromatic white wines

O RIGIN

Strain VIN 13 is a product of the yeast sclection program of the Department of Microbiology
and Institute for Wine Biotechnology, University of Stellenbosch, South Africa.

APPLICATION

VIN 13 s ideal for the production of aromatic white wines for carly release on the market as well
as for wmes destined for ageing. It enhances tropical fruit and floral flavours and is recommended
for vinifying Chardonnay, Sauvignon blanc, Chenin blanc, Colombard, Riesling, Semillon,
Gewiirztraminer. Muscadelle, Viognier and Ugni blanc.

FERMENTATION KINETICS
Short lag phase
Sugar is vigorously and evenly fermented even at very low temperatures

Conversion factor of sugar (*Brix) to alcohol s dependent on temperature of fermentation
and type of fermentation vessel It can vary from 0.55 - 0.62 (£ 16.3 g sugar for 1% alcohol)
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10 TN IC \ 8 RAC T LRI
Optimum temperature range for new world style wines: 50°F - 59°F
Optimum temperature range for European style wmes: 59°F - 68°F
Alcohol tolerance: 16.5%
Osmotolerance:27°Brix
Resstance to free SO2: 50 mg/

Low foaming

Average glycerol production: 5 - 7 ¢/l

Very low volatile acidity production, generally lower than 0.25 g/
Low SO2 production

Has a low nitrogen requirement at low temperatures

POF (-)
Killer positive
2 1b/1000 gal

VIN 13 s vacuum-packed m sachets of 1kg. It must be stored in a dry, cool
41°F - 59°F place, sealed in its original packagmg.

www.newworldwinemaker.com [REAEREESE
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APPLICATIONS AND CHARACTERISTICS OF ANCHOR ACTIVE DRIED WINE YEASTS

hemls NT202 |NT112 | NTS | NT458 | NTH6 | WEST2| WEI4 | VIN I3 | VIN T N 9% 128
Saccharamyces cerevisiae (cerevnnae) Y] 'TE e
Saccharantyoes cerevisiae (bayanis) LR
Saccharantyces cemevisiae = hybrids EER s s . LR s s

Fruit dmven red wines ww . . .. .e se e . se .

Complex red wnes destined for agemg .. e e . 'rEl - - -

Aromate dry white wine . ew s ses -

Dy white wine destined for agemg . e e

Semsweel white wmes e e

High sugar tokerance e R “ae - TRl '

Cold tokerance as ow as 13°C -e . - . e -

Quakty wine for brandy . e .-e
High akeohol tolerance LR " LT e LR LN

MLE compatibiity e . . se | wen | wes | ssw | ews .

KET: & & & NIGHLY SUITABLE & FUITABLE & [EST SUITABLE THNE AVAILARILITY OF TNE STRAUN MAY VART A4C OORING T THE COUNTRY @F RISTRIBL TERY

REHYDRATION

PROCEDURE

Put 3 gallons of drinking water at a
temperature af 95°F - 100°F into a
clean bucket. Avoid using chlorinated
wat er.

Add I pound of sugar or 1 gallon of
warmed must and stir well. Yeast will
rehydrate best and start growing in a
5% sugar solution.

Gradually pour 2 pounds of yeast inte
the rehydration selution, continuing to
stir to maintain the yeast cells in
SHSPEnSion.

Leave the yeast te swell for 20 minutes,

stirring frequently. A strong smelling
Sfoam will be produced indicating that

the yeast has started to re-activate.
DISTRIBUTED BY
2220 Pine View W ay
Petaluma, CA 94955

Tel (TOT) 765-6666
Outside CA:(800) 821-72%4
Fax: (707) 765-6674

LABORATORIES

Char labslicy iv specificaly Bavited to supplying prodwcts thar conform te the
descripiion on the packaging. Every applcation mwst be adapied o the condition
prevading and the user accepis full resp onsbility for ensunng (his

Scott Laboratories Inc.

ADDITION OF YEAST TO THE MUST

In order to avoid the prolferation of unwanted micro-organsms,
the veast should be incorporated as soon as possible after the
rehydratmg phase s complete. To avoid temperature shock gradually
lower the rehydrated veast temperature by addmg must i several
steps until the temperature of the final must is reached.
Add the vest when fillmg the must mto the tanks. Pumping over
(in the case of red wine) will evenly distribute the yeast n the tank.

FERMENTATION MANAGEMENT

* Daily check: Decrease in "Brix to ensure a healthy progression
of the fermentation.

* Temperature monitoring: It 1s very mportant to follow the
temperature limits provided on the product sheet.

» At mid-fermentation (16 to I4 "Brix): Pumping over (in the case
of red wine production) with ar will provide the veasts with wtal
oxygen and prevent fermentation problems. At this stage oxygen
doesn’t affect wine aroma and there i no rsk of oxidation

The addtion of a complete yeast nutntient contaning mactive yeast,
nitrogen salts and vitamins will aid the yeast with completion of the
fermentation.

FORALL INFO RMATION AS TO SPECIFIC APPLICATION IN YOUR AREA,
CONTACT biotechi@ anchor.co.za
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ZYMAFLORE X5

Yeast for the production of technological white wines with a high aromatic intensity (thiol-type varietal aromas,
fermentation aromas).

SPECIFICATIONS

ZYMAFLROE X5 is a strain derived from breeding, combining excellent revelation of thiol-type varietal aromas
(particularly 4MMP) and high fermentation aroma production. Perfectly suited to the production of modern (Popular
Premium, Premium), fresh and complex white wines, guaranteeing fermentation security even under difficult conditions:
low turbidity, low temperature.

CENOLOGICAL PROPERTIES

Fermentation characteristics :

+ Tolerance to alcohol:up to 16% vol.

+ Medium to high nitrogen requirements.

+ Tolerance to low temperature: from 13°C*.
+ Tolerance to low turbidity (< 50 NTU).

* Low production of volatile acidity and H,5.

Aromatic characteristics :

Complex and intense aromatic profile:

- Very high revelation of thiol-type varietal aromas (4MMP, 3MH, 3MHA: boxwood, citrus, tropical fruits).
+ Good production of fermentation aromas (Al, APE, PE: fruity, floral).

* It is of course possible to add yeast at 8-10°C after settling; it is essential that the yeast is acclimatised to the temperature
by consecutive addition of portions of the juice.
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EXPERIMENTAL RESULTS

Trial at LAFFORT experimental centre, Bordeaux region.

Sauvignon blanc, 2005,

Potential alcohol: 13 %vol, 40 NTU, fermentation temperature 16°C, nitrogen correction to 180mg/L.
Yeast addition at 20g/hL, positive implantation controls.

Fermentation in 10 days, Volatile Acidity 0.19 g/L H,SO, on average.

.

LAFFORT

l'eenologie par nature

1)
25 § 5 1
2 £+
WZymaflore X5 £ m Zymaflare X5
15 W Strain A : 31 = Sitrain A
Strain B E Strain B
0 & 29
=)
5 "
: _ o
AMMP 3MH A3MH Al AR Fg
Revelation of varietal aromas (thiols) by different yeasts. Production of fermentation aromas by different yeasts.

4MMP: boxwood - IMH citrus - 3MHA: tropical fruit Al:banana - APE; PE: floral
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PROTOCOL FOR USE

CENOLOGICAL CONDITIONS DOSAGE

Please refer to the Technical Booklet « Good alcoholic + 20 g/hL

fermentation management » for (,ompl(‘te information on
yeast addition timing and techniques, the key points of

fermentation.

IMPLEMENTATION

Carefully follow the yeast rehydration protocol indicated on the packet.

Avoid temperature differences exceeding 10°C between the must and the yeast during inoculation. Total yeast
preparation time must not exceed 45 minutes.

In the case of harvests with a high alcohol degree potential and in order to minimise volatile acidity formation use

SUPERSTART®/DYNASTART® in the rehydration water.

STORAGE PACKAGING

In original, unopened packaging. Use within the specified 500g vacuum bag. 10kg box.

use by date.

10 kg vacuum bag

Specific conditions: please refer to the technical data sheet.

6.- QA-23

SACCHAR%%\XIC\:ISE) éC EREVISIAE

\LALVIN 2

AROMAS INTENSITY
AND SECURITY

TERROIR SELECTION

Viynobds
VINHOS VERDES
PORTUGAL
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APPLICATIONS

The vinification on clarified or highly clarified
white musts at low temperature is a process ap-
plied to a large number of wineries around the
world on noble types of grape varieties such as
the Muscat, the Sauvignon, the Chardonnay and
the Viognier and also on neutral types of grapes
such as the Colombard and the Trebbiano. This
ty pe of winemaking, generally made without ae-
ration can be problematic for most of the yeasts,
especially if the deficiencies they cause combine
with a low content in assimilable nitrogen.
Lalvin QA23", selected on soil types from the
area of the appellation of Vinhos Verdes in Por-
tugal offers qualities of fermentative security
bound to a weak demand in assimilable nitrogen
and O,.

Moreover this yeast combines its essential qua-
lities with abilities to enhance citrus-fruit-ty pe
aromas (lime, grapefruit) in the aromatic white
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MICROBIOLOGICAL AND OENOLOGICAL PROPERTIES

» Saccharomyces cerevisiae var. bayanus  + Very low requirement in assimilable

« Competitive factor nitrogen, at any temperature

* Tolerance to alcohol : up to 16% (18 to 28°C)

» Average lag phase * Low requirement in O,

« Fast fermentation rate * Low production of volatile acidity :

» Fructophylic yeast well completing < 10 0.2g/L eqH,SO_ as an average
the fermentations * Low SO, production

* Optimum temperature range: 14 to 28°C  + Low production of H S due to the low
requirement in assimilable nitrogen
* Low foam formation

FERMENTATIVE SECURITY AND AROMAS

(L]
LX)
.04
S o
=
T
S »
% 18]
LX)
L g
. - ! LalvinQA 23" YeastA Yeast B
mg N,/g CO,
Comparison of the needs in assimilable N2 between  Comparison of the production of volatile acidity
different yeasts in a synthetic N -deficient must (Ju- between 3 yeasts in the vinification on a highly clari-
lien, 2000) fied must of 20 NTU of turbidity.
Type of vine Wine-growing region Aromas
Chardonnay Oregon. Chile Citrus fruits, pineapple
Muscadet Loire Valley Aromas of white-flesh fruits (young wines), dry fruits
(wines after aging)
Ugniblanc Gers Fresh citrus fruits. floral aromas (peonv and rose)
Muscat petit-grain Roussillon Citrus fruits. pineapple. white peach

Table realized with tasting carried out by professionals on winemaking made on vintages 1992 to 1994.

DOSAGE

White winemaking : 25 to 40g/hL

INSTRUCTIONS FOR USE

1°/ Rehydrate in 10 times its weight of water (temperature between 35 and 40°C).

2°/ Dissolve carefully by gentle stirring and wait for 20 minutes.

3°/ Add to the must. The temperature difference between the must to be inoculated
and the rehydration medium should never be over 10°C (if any doubt, please contact
your supplier or Lallemand).

4°/ The total rehydration duration should never exceed 45 minutes.

5°/ It is essential to rehydrate the yeast in a clean container.

6°/ The rehydration in must is not advisable.
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Anexo C: Adicion de SO,

En este trabajo se buscd emular el proceso de sulfitacién o adicion de SO,, el cual
es realizado para evitar el crecimiento de microorganimos, en especial levaduras
salvajes y bacterias que contiene el mosto después de ser extraido de las bayas de
uva. Ademas ayuda a evitar la oxidacién de compuestos fendlicos por la accién de la
enzima fenol oxidasa, la que es inhibida por la presencia de SO,. Para determinar
las cantidades a agregar se revisd la literatura: Fermented Beverage Production
(Boulton, R., 1995; Ewart, 2003; Lea & Piggott, 2003).

El SO, al encontrarse en una solucidon acuosa puede presentar 3 formas: SO,
molecular, i6n bisulfito HSO5%, e idn sulfito SO3* (Ecuacién C-1). Las proporciones
en que estan presentes estas formas dependen fuertemente del pH del medio
acuoso. Ademas, en medios mas complejos, SO, puede estar tanto de forma libre o
formando enlaces con compuestos presentes en el medio como acetaldehido u otros
compuestos con un grupo carbonilo (Navarro-Avino et al.). El SO, que se encuentra
libre, es él que se encuentra en las 3 formas previamente descritas, y es el SO,
molecular libre el que realiza la actividad antimicrobiana (Macris & Markakis, 1974).

H,0 + 50, < H* + H50] < 2H* + 50~ (Ecuacidén C-1)

(molecular)  (bisulfito) (sulfito)

Luego, la cantidad a agregar en vinos y mostos vinos depende principalmente del
pH. En el caso de vinos blancos, la acciéon es principalmente antimicrobial. En un
mosto blanco, si el pH es menor a 3,3, se recomienda agregar entre 60-80 mg/L de
SO, libre, ysi el pH es mayor a 3,7, se recomienda agregar ente 100-120 mg/L de
SO, libre. En el caso de mosto tinto, el efecto del SO, es antimicrobial y
antioxidante de compuestos fendlicos que otorgan el color tinto. Para mostos tintos,
en la referencia (Boulton, R., 1995; Lea & Piggott, 2003) no se da tanta importancia
al pH para la adicion de SO,, y solo se recomienda agregar una cantidad en un
rango de 25-75 mg/L, con un promedio de 50 mg/L de SO, libre.

Para las condiciones experimentales usadas, dado que se usé un mosto sintético,
cuya fase de azUcares fue autoclavada previo a la mezcla con las otras fases, y que
en la mezcla de los otros elementos se realiza una filtracion con tamafio de poro de
0.2 um, se determind que la cantidad a agregar debia ser menor a la recomendada
por la literatura, dado que la presencia de microorganismos en el mosto sintético
deberia haber sido muy baja. Asi, se determind agregar una cantidad de 20 mg/L de
SO, libre.

Para agregar esta cantidad, se utilizd una soluciéon de Metabisulfito de Potasio
(K;S,05), que permite entregar entre 52% a 55% de su peso en SO, libre de
acuerdo a una ficha técnica obtenida del proveedor Oenofrance (Figura C-1).

Con esta informacion, se calculé que al agregar 5 ml por litro de mosto de una
solucion con concentracién 0,7558 g/L permitian entregar aproximadamente 20
mg/L de SO, libre, el cual a un pH de 3,5 (figura C-2), entrega una concentracién de
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4 mg/L de SO, molecular libre (aproximadamente 2% de la concentracién de SO,
libre (Macris & Markakis, 1974; Lea & Pigott, 2003).

Figura C-1: Hoja Técnica de Metabisulfito de Potasio

AZ3 Oeno SLL

Poligono Eziago
Parc, SAKA1

S Oenirance

2230¢eno@az3oeno . com
www.az3oeno.com

Metabisulfito de potasio

El Metabisulfito de Potasio se utiliza para sulfitar los mostos y los vinos.
Libera 52 a 55 % de su peso en SO,

Caracteristicas :

Propiedades ;:Amu'a 2'(’232%
antisépticas, SO, >56 %
antioxidasicas y K2S:0s >972%
antioxidantes KCl 10 mgkg
K2SO;4 1%

e Densidad: 1,42 1,6 kg/L
e Temperatura de descomposicion = 80 °C
« Las soluciones de Metabisulfito de Potasio estan formadas por
sulfito acido de potasio.
« El Metabisulfito de Potasio absorbe la humedad del aire y se oxida a
sulfato.

Figura C-2: Grafica que muestra relacion entre SO, molecular y Bisulfito (HSO3), en
rojo se muestra pH 3,5 de un mosto.

Efecto del pH en concentracién de SO,
moleculary HSO,
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Anexo D: Protocolo de Hidratacion

activas

Materiales:

1 frasco Schott.

2 Matraces Erlenmeyer.

1 probeta de 50 ml.
Microscopio.

Camara de Neubauer.
Campana de Flujo Laminar.
1 tubo Falcon de 50 ml.
Bafio Termostatado.

Hielo.

Caja con puntas de Micropipetas de 1000 pl.

1. Autoclavar:
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de Levaduras secas

Una solucidn de glucosa al 2% p/p (4 gr de glucosa en 200 ml de H,0).

2 Matraces Erlenmeyer (cada uno tapado con papel de aluminio y papel).

1 probeta de 50 ml.

Caja con puntas de Micropipetas de 1000 pl.

2. Pesar 0,5 g de levadura de la cepa a rehidratar en un tubo Falcon de 50 ml.

3. Calentar la solucién de glucosa en un bafio termostatado a 40° C.

4. Agregar en campana de flujo laminar 20 ml de glucosa 2% a 40° C junto con los

0,5 g de levadura en un matraz Erlenmeyer.

5. Tapar el matraz, retirarlo de la campana y mantener por 15-20 minutos a 37° C
en el bafio termostatado. Utilizar hielo en caso necesario para bajar la temperatura

del bafio.

6. Retirar el matraz del bafio, y agregar en campana de flujo laminar 20 ml de

glucosa 2% p/p al matraz Erlenmeyer.
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7. Tapar el matraz, retirarlo de la campana, llevarlo al bafio y mantener por 15-20
minutos a una temperatura entre 7 a 5° C menor que la anterior en el bafio
termostatado. Utilizar hielo en caso necesario para bajar la temperatura del bafio.

8. Repetir pasos 6 al 7 hasta llegar a la temperatura de inoculacion. (15 o 28°C)
9. Tomar una muestra dentro de campana de flujo laminar, usando puntas de
micropipeta autoclavadas, y contar células en una camara de Neubauer, diluir de
acuerdo a lo necesario (100 veces recomendado).
10. Calcular el volumen de in6culo a agregar como:

1x10°

Volumen de Indculo = — - . (Ecuacién D-1)
Numero de Células por ml

Agregar (150 0 75ml) — Volumen de Inéculo de agua miliQ autoclavaza para
completar volumen de reactor. (150 ml para fermentaciones de 2 L, y 75 ml para
fermentaciones de 1L).9

Comentarios:

Se recomienda no demorar mas 1 hora en el tiempo total de rehidratacion, por lo
gue se aconseja usar tiempos de 15 minutos en el bafio y pasos de temperatura de
7° C en cada etapa para rehidratar levaduras destinadas a fermentaciones a baja
temperatura (15° C), y usar tiempos de rehidratacion de 20 minutos con pasos de
temperatura de 5° C para rehidratar levaduras en fermentaciones a alta
temperatura (28° C).

Anexo E: Microoxigenacion

La simulacidn del proceso de disolucién de oxigeno dentro del mosto fue abordada
de una forma experimental sencilla, dado que una aproximacidon mas rigurosa
hubiese requerido un trabajo mas profundo que el considerado para esta parte del
experimento.

El proceso de microoxigenaciéon del mosto es un elemento utilizado durante los
Gltimos afios para simular el proceso de oxigenacién que ocurre durante el
envejecimiento de un vino en barrica (Kelly & Wollan, 2005). El objetivo es provocar
cambios favorables en aroma y textura que al agregar cantidades pequefias de
oxigeno durante la fermentacion alcohdlica Parish et al., 2000). La presencia de
oxigeno no es un fendmeno Unico debido al uso de microoxigenaciéon de mostos,
sino que procesos como el remontaje de mostos tintos en fermentacion, con el
objetivo de aumentar la extraccién de color del sombrero de hollejos, también
aportan a la disolucién de oxigeno en el mosto. La presencia de oxigeno, tanto en
vinos como en mostos, puede producir diversos efectos donde destacan la oxidacion
de compuestos fendlicos, influenciar el crecimiento de microorganismos no
deseados, y cambios de coloracion y astringencia de vinos por la polimerizacion de
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compuestos fendlicos y cambios estructurales en taninos, aunque esto ultimo
depende también de la concentracion de SO, (Tao et al., 2007). Si bien existen
diversos trabajos acerca de los efectos del oxigeno en el vino, una completa revision
fue realizada por el grupo de W. du Toit (du Toit et al., 2006), aun no ha sido muy
estudiado los efectos en la produccion de compuestos aromaticos durante la
fermentacion alcohdlica. Un estudio enfocado en la presencia de oxigeno al
comienzo de la fermentacién alcohdlica, senald que una mayor cantidad de
alcoholes superiores y ésteres fueron encontrados en mosto oxigenado
inicialmente, pero una mejor razén entre estos compuestos se obtuvo en mostos sin
oxigeno inicial (Valero et al., 2002). La mayoria de los trabajos han sido enfocados
al estudio del efecto de la presencia de oxigeno en la biomasa y su tasa
fermentativa en fermentaciones normales y con problemas (Fornairon-Bonnefond et
al., 2003; Rosenfeld et al., 2003), al consumo de oxigeno durante el envejecimiento
en lias de levadura (Fornairon-Bonnefond et al., 2003; Fornairon-Bonnefond &
Salmon, 2003), o a vias de ingreso del oxigeno en maduracién en botella (Lopes et
al., 2007). También la cantidad de oxigeno posible de disolver durante Ila
fermentacion alcohdlica es desconocida, dado que la cantidad de CO, disuelto en el
mosto afecta la solubilidad del oxigeno y el flujo de transferencia de masa se reduce
(Devatine et al., 2007).

La disoluciéon de oxigeno es un fendmeno de transferencia de masa que depende
directamente de variables fisicas del equipo, en este caso el fermentador utilizado
(Nielsen, J. et al., 2003). Ademas la cuantificacion del oxigeno disuelto no estaba
disponible en los fermentadores usados. Ademas, la cuantificacion del oxigeno
existente anteriormente era solamente relativa, donde la concentracion inicial es
considerada como el 100%, con el objetivo de observar en pantalla el consumo de
oxigeno hasta llegar a 0%.

Es por estas razones que finalmente se decididé consultar a personas cercanas a la
industria, y asi se obtuvo una respuesta de Fernando Cérdova (Laffort), quién utilizd
en un trabajo de microvinificacion las condiciones resumidas en la tabla E-1.

Tabla E-1: Tabla sobre flujos de oxigeno para microoxigenacion en fermentaciones de

microvinificacion.
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Tipo de Vino Flujo de Oxigeno Volumen Tiempo
Blanco 140 ml / min 101 1 min
01 2 min
30 3 min
Rojos: 140 ml / min Kz 1 min 30s
N . 10Kz 20s
grmentacion Alcoholica en — mim 13
73kg 2min 135
Curso = .
Densidad = 893
Rojos : 140ml'min 13kg 1 min 03z
S0kg 45 =

Fermentacion Alcoholica
tertminada

10ks 10s

Densidad <003

A partir de esta tabla, se calculé para ambos mostos tintos y blancos la cantidad de
oxigeno a agregar. Para mostos blancos, considerando que se agrega como minimo
un volumen total de 140 ml de oxigeno a 10 litros de mosto, y observandose una
tendencia lineal al aumentar el volumen de mosto, se extrapolé esta informacion a
un volumen de 1 litro de mosto, donde se deberia agregar un volumen de 14 ml de
0,. Con esta suposicidon, y usando el minimo flujo de aire permitido por el
controlador de flujo masico utilizado (180 ml/min), y asumiendo una concentracion
de oxigeno de 21% v/v en aire comprimido, se calculd el tiempo en que se
entregaria el mismo volumen de oxigeno al mosto utilizando un flujo de aire
comprimido a 180 ml/min. Asi se determind que un flujo de 180 ml/min de aire
comprimido adicionaba el volumen de 14 ml de oxigeno al mosto en un tiempo
aproximado de 22 segundos.

Al usar los datos de mostos tintos, considerando que a 10 Kg de mosto se agrega
20 segundos a un flujo de 140 ml/min de oxigeno, agregandoseun volumen de
oxigeno de 46,7 ml. Nuevamente se extrapold esta cantidad a un volumen de 1 L de
mosto, en este caso se asumid una densidad cercana a 1 g/ml del mosto,
obteniéndose asi un volumen de oxigeno a agregar 4,7 ml de oxigeno a 1 L de
mosto. Luego, usando los mismos supuestos anteriores, se calculé el tiempo
necesario para agregar ese mismo volumen de oxigeno utilizando un flujo de aire
de 180 ml/min de aire comprimido, que se tradujo en un tiempo de 7,4 segundos.

Asi, al observar que los tiempos calculados eran muy distintos para mostos tintos y
blancos con la informacién disponible, se decidié por burbujear un tiempo fijo de 10
segundos por litro con el flujo minimo de aire permitido por el controlador de masa
(180 ml/min) a ambos tipos de fermentacion, con el objetivo de mantener las
mimas condiciones experimentales para todas las fermentaciones y sélo cambiar la
cepa entre ellas. También, dado que para las fermentaciones de 2 litros todas las
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concentraciones eran también el doble, se inyecto con el mismo flujo pero el doble
de tiempo, i.e. 20 segundos.

Anexo F: Disefio experimental para la comparacion de
Cepas Industriales de Saccharomyces cerevisiae en

Produccién de Aromas

Temperatura de Fermentacion: Se realizaran a ambas temperaturas (15° Cy 28° C)
con la cepa EC1118, luego con esto se puede determinar que componentes
aromaticos son los que predominan un perfil aromatico para tinto y blanco, usando
la misma levadura. Para cepas de blanco, solamente se realizara a baja temperatura
a 15° C (e.g. VIN13) y para las cepas de tinto solamente a alta temperatura a 28° C
(e.g. RX60).

Medio de Cultivo: Un mosto artificial, permite definir de manera uniforme el medio.
Se utilizara el siguiente medio definido, MS300 modificado.

Fuente de Carbono: Glucosa y Fructosa (120 gr/L c/u).

Fuente de Nitrégeno: Amonio y Aminoacidos presentes en medio MS300 modificado.
Volumen: Fermentadoresde 1 Ly 2 L.

Cepas: Las cepas fueron seleccionadas de acuerdo a su capacidad sintetizadora (no
liberadora) de aromas fermentativos, tratando de seleccionar un espectro amplio de
notas aromaticas entregadas por la levadura. Ademas se utilizara una cepa neutra
de produccién aromatica que sirve de control.

Tinto: EC1118, RX60 y Uvaferm BDX.

Blanco: EC1118, VIN13, QA23 y X5.

Otros Parametros de Fermentacion:

Agitacion: 200 RPM.

Flujo de Nitrogeno: Inicial al comenzar la fermentacion para remover oxigeno
presente y crear presién positiva en el reactor. Para esto se inyecta un flujo 1 L/min

durante 20 minutos, cerrando la entrada de gas después de esto.

pH: Se mantendra constante a un valor de 3,5. Se controlard el pH mediante la
adicion de NaOH 5 N.

Adicion de Sulfito: De acuerdo a literatura, se sabe que para condiciones
industriales se adiciona un promedio de 50 mg/L de SO, libre para fermentaciones
de vinos tintos y un promedio de 90 mg/L de SO, para fermentaciones de vinos
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blancos. Como se utilizan condiciones experimentales, se opté por 20 mg/L. Para
esto se agrega 5 ml/L solucién de K,S,0s con una concentracién de 0.7558 g/L que
entrega un 52-55% de SO, libre equivalente aproximadamente a 20 mg/L,
obteniéndose asi un 2% de 20 mg/L SO, molecular libre.

Oxigenacion: Se realizara durante el final de la etapa exponencial y el comienzo de
la fase estacionaria. Para fermentaciones de 1 L, durante 10 segundos burbujear un
flujo de aire de 180 ml/min. Para fermentaciones de 2 L, se inyecta el doble de
tiempo que para fermentaciones de 1 L.

Toma de Muestras:

Para caracteristicas cinéticas y no-aromaticas se debera tomar una muestra (10 ml
para peso seco, 4 ml para HPLC y 1 ml para conteo de células y medicion de DO)
del mosto previamente a la inoculacién, para fijar los parametros iniciales, luego se
debera seguir un muestro de los compuestos que interesen cada dia, y durante la
fase exponencial se debera realizar un muestro mas frecuente.

Al alcanzar sequedad la fermentacion, considerada como una concentracion de
glucosa cercana a 0 g/L y una concentracién de fructosa menor a 2 g/L, se tomaran
muestras de sobrenadante para analisis sensorial y quimico-olfatométrico, para lo
cual se centrifugara a 5000 rpm por 10 minutos.

Las muestras finales seran utilizadas para extraccion de aromas y su posterior
analisis quimico-olfatométrico. Una muestra sera de 350 ml (minimo), para realizar
una extraccién en triplicado de las muestras, las cuales serdan sometidas a un
analisis de GC-MS y GC-0. Cada 100 ml de muestra se extraeran por medio de
extraccién liquido-liquido con diclorometano obteniéndose un concentrado de 250 pl
en un vial que sera analizado por GC-MS. Luego, a partir de un analisis de los
cromatogramas obtenidos por GC-MS, se mezclaran los extractos que se encuentren
similares para formar un extracto representativo de cada fermentacién, el que sera
analizado por GC-0.

El resto de cada fermentacion sera llevado al Centro de Aromas para realizar un
analisis sensorial, con minimo un volumen de 120 ml de muestra.

Extracciones:

La extraccion L-L a realizar utilizara diclorometano como solvente para la fase
organica. Los parametros de extraccion seran los utilizados por el Centro de Aromas
de acuerdo al protocolo utilizado por ellos. Esto consiste en una extraccion de 2
pasos con un volumen de 25 ml de solvente, utilizando 100 ml de muestra y un
tiempo de extraccion de 30 minutos. Ademas, para ayudar a separar las fases, se
centrifugan las muestras por 20 minutos a 5.000 rpm después de cada paso de
extraccion. Una vez realizada la extraccion se concentran las muestras en un bafo
térmico a 40° C y con ayuda de flujo de nitrogeno hasta obtener 250 ul de extracto
final.

Analisis posteriores:
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Para los analisis de muestras cinéticas se medira por HPLC: etanol, acido citrico,
acido malico, acido acético, fructosa, glucosa y glicerol. Ademas se realizara un
seguimiento de biomasa por medio de peso seco, conteo de células y densidad
optica.

De cada extracto obtenido por extraccion L-L de la muestra final se realizard un
analisis por GC-MS que utilizard como estandar interno 4-nonanol para cuantificar
el compuesto por medio de la integracién de los cromatogramas.

El analisis de GC-O se realizard a partir una mezcla de extractos obtenidos por
extraccién L-L, la cual serd analizada por GC-0 por el panel.

Calculos Finales:

En la parte de cinética se calculard los rendimientos de biomasa-nitrégeno, etanol-
azUcares totales, y tiempos en alcanzar sequedad de cada cepa.

De las concentraciones obtenidas se realizara una comparacion estadistica entre las
cepas, y se calcularan los OAV de los compuestos que fueron cuantificados.

Perfiles aromaticos de cada fermentacién a través del calculo de las frecuencias
modificadas de los aromas percibidos por el panel al realizar GC-O.

Anexo G: Protocolo de extraccion liquido-liquido Centro
Aromas DICTUC S.A.

MATERIALES:

Placa agitacion, para realizar la reaccion.

Barra magnética, para agitar la muestra durante la reaccion.
Frasco centrifuga de 250 ml con tapa (resistente al diclorometano).
Globo.

Tubo de vidrio con llave de teflén.

Manguera de vacio, para conectar globo al tubo con llave.

Fuente, para introducir frasco con muestra y hielo.

Hielo en escamas, para cubrir paredes del frasco con muestra.
Timer, para controlar el tiempo de reaccion.

Centrifuga Sorval con rotor de 5000 rpm.
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Pipeta de 10 ml, para medir volumen de muestra a analizar.

Propipeta, para medir volimenes.

Jeringa Hamilton de 50 pl, para medir volumen de estandar interno.

Cilindro de N2, para inflar el globo.

Frasco de vidrio, para recibir las extracciones.

Papel aluminio y tapas para frascos de extracciones.

Freezer, para congelar el agua presente en las muestras.

Bafio termoregulado a 40° C - 42° C.

Lana de vidrio.

Pipetas Pasteur.

Viales para GC (HP 2 ml).

Insertos.

Embudos de vidrio chicos.

Sulfato de sodio anhidro p.a. Merck (Na,SQO,).

SOLVENTE: Diclorometano rectificado.

ESTANDAR: 4-Nonanol (3,5 mg/ml) preparado en etanol absoluto p.a. (Merck).
PROCEDIMIENTO:

0. Encender la centrifuga Sorvall para su acondicionamiento.

1. Medir el volumen requerido a analizar de muestra con una probeta de 100 ml.

2. Completar con H20 (destilada) hasta obtener un volumen final de 100 ml en caso
de ser necesario.

3. Verter la muestra en un frasco de centrifuga de 250 ml.

4. Adicionar estandar interno de Nonanol (100 ul) al frasco de centrifuga, taparlo y
agitar durante 5 minutos sumergido en un bafio de hielo de escamas en la fuente.

5. Preparar la muestra en el frasco de centrifuga y mantener en el congelador hasta
el momento de la extraccion.
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6. Una vez que esta todo listo para comenzar la extraccidon, se adiciona el N
gaseoso al globo conectado a la parte superior de un tubo de vidrio que contiene
una llave de teflon (dicha conexién se realiza mediante un trozo de manguera para
vacio), este tubo atraviesa un tapén de tefldn con una rosca con hilo (antes de
atornillarse al frasco de centrifuga, se debe proteger el frasco con teflon para evitar
dafarlo). La parte inferior de dicho tubo traspasa el tapén quedando unos 2 cm a la
vista por donde se adiciona el N,. Se cierra la llave de teflon para evitar la pérdida
de nitrégeno.

7. Adicionar a la muestra 25 ml del solvente a usar para la extraccion
(diclorometano).

8. Tapar el frasco con el tapon de teflén que contiene el globo con N5, cerrar bien el
frasco y luego abrir la llave para remover el aire y asi evitar la oxidacién de algun
compuesto presente. ES IMPORTANTE QUE NO HALLA FUGA DE GAS, LO CUAL SE
DETECTA SI EL GLOBO SE DESINFLA. Si el globo se desinfla, rapidamente se cierra
la llave, se retira el globo con el trozo de manguera, se rellena de N2 y se vuelve a
conectar, abriendo la llave al ponerlo para continuar con la extraccion.

9. Cronometrar los 30 minutos con agitacion lo mas alta posible. ES FUNDAMENTAL
UNA BUENA AGITACION Y QUE ESTE A BAJA TEMPERATURA.

10. Al terminar los 30 minutos de extraccién, se remueve la tapa de teflon del
frasco, y se lleva a la centrifuga Sorvall, donde después de balancearlo los frascos
opuestos hasta dejarlos del mismo peso (utilizando diclorometano), se procede a
centrifugar los frascos durante 20 minutos a 5000 rpm.

11. Una vez centrifugado, se extrae el solvente (fase organica) con una pipeta
desde la parte inferior del frasco que es donde se encuentra.

12. Realizar 2 extracciones por muestra (o sea volver al punto 6 y realizar la 2da
etapa de extraccién). Juntar ambos extractos y congelar para facilitar la eliminacion
de agua presente.

13. Retirar del congelador la muestra y llevarla a la campana de extraccion para
realizar la concentracion de la muestra.

14. Agregar Na2S04 anhidro a la muestra y filtrar por embudo con lana de vidrio y
Na2S04 anhidro en un nuevo frasco. Una vez verificado la ausencia de agua en la
muestra, se concentra en bafio termoregulado a 40° C-42° C y con la ayuda de flujo
de nitrégeno hasta lograr un volumen de inyeccién (aprox. 200 ul).

15. Traspasar mediante pipeta Pasteur a vial e inyectar en GC-MS. Usar inserto en
el caso de inyectar con autosampler.

IMPORTANTE:

En caso de ser vino, usar 100 ml muestra inicial.
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El diclorometano tiene problemas al ser concentrado cuando la muestra inicial es
destilado y tiene un grado alcohdlico muy alto.

Al usar azeotropo como solvente de extraccidn, este se deposita en la superficie.

Anexo |: Datos y Resultados Fermentativos Extras

Este anexo contiene detalles sobre los datos de las fermentaciones, los archivos
donde estan guardados y formatos de las tablas de datos, junto con indicaciones
donde pueden ser encontrados. Ademas tiene resultados no presentados en el
cuerpo de la tesis con el objetivo de no alargarla demasiado, pero que si son validos
de mostrar en este anexo. Un resumen de las fermentaciones realizadas es
encontrado en el archivo “Resumen Fermentaciones.xls”, el que contiene
informacién sobre todas las fermentaciones realizadas: fecha de inicio y termino,
duracion, fecha de extracciéon de aromas, estado de analisis HPLC y NOPA, y
Comentarios.

Cada réplica de fermentacién fue numerada, separada de un punto por la
codificacion de la fermentacion (e.g. F1.2 es la segunda réplica de fermentacion con
EC-1118 a 15° C).

Tabla I-1: Codificacion de fermentaciones realizadas.

Codigo Cepa Temperatura de Fermentacion
Fl EC-1118 28° C
F2 EC-1118 13° C
F3 RX-60 28" C
F4 Uvaferm BDX 28° C
F3 VIN-13 13° C
Fi M3 13° C
F7 2A-23 15° C

I.1.- Seguimiento de Biomasa, Cinéticas de crecimiento y
NOPA

Los datos de Biomasa se encuentran en los archivos de nombre “Tablas Ferms CEPA
TEMPERATURA.xIs” donde CEPA puede ser cualquiera de las 6 cepas utilizadas y
temperatura es 15°C o0 28°C, dependiendo de la temperatura utilizada. Los datos de
biomasa de cada Fermentacion realizada se encuentran guardados en estos archivos
en tablas con las siguientes columnas:

Fecha: Fecha y Hora de toma de muestra.

Horas de Inoculacion: Tiempo pasado desde la inoculacion hasta la muestra tomada.
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Muestra: Codificacion de la muestra. (MA: muestra abidtica; MO Muestra
inmediatamente después de comenzar fermentacion).

Temp (° C): Temperatura en el instante de toma de muestra.

pH: pH en el instante de toma de muestra.

DO (A): Densidad Optica medida por Absorbancia a 660 nm.

DF DO: Factor de Dilucién de la muestra para medir Densidad Optica.

Cel/ml (final): Numero de células calculado a partir de conteo en una camara de

Neubauer.El término final se refiere a que considera ya el factor de dilucion usado
para su conteo. El nimero de células fue calculado como:

Numero de Células _ Xx10°xDF
ml 4

(Ecuacién I-1)

Donde-X -es-el-promedio-de-células-contadas,-y-DF-es-el-factor-de-dilucién-usado.

Peso Filtro (g): es el peso seco del filtro (tamafio de poro 0,2 um) previo a su uso
para la determinacion del peso seco de biomasa.

Peso filtro + cel (g): es el peso seco del filtro después de haber vertido un volumen
de muestra determinado y haber lavado las células con el doble del volumen de
muestra en agua (volumen de muestra: 10 ml usualmente) .

Vol Peso Seco (ml): es el volumen de muestra con que fue medido el peso seco, el
doble de éste volumen de agua destilada fue utilizado para lavar las células en el
filtro.

Biomasa Peso Seco: Es el valor del peso seco de la biomasa calculado con la
siguiente ecuacion:

. r (Pese Filtro+Cel—Peso Filtro r . .
Peso Seco Biomasa (Q—J = = d - % 1000 (Q—J (Ecuacién I-2)
vl Volumen de Peso Sece 1 : !

DO*Dfdo: Es el valor de Densidad Optica (DO) medido multiplicado por su valor de
dilucién.
Nomb.: es el nombre de la persona que realizé la toma de muestras (MB: Marcela

Besomi; RV: Rodrigo Vilches; CV: Cristian Valenzuela; VG: Victor Guadalupe).

Observaciones: En caso de ocurrir un inconveniente o realizar un proceso
importante, se anotaba. (e.g. adicion de pulso de oxigeno al final de fase
exponencial o inicio fase estacionaria).
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Ademas en cada hoja de calculo con datos de fermentacion se sefala la cepa
utilizada, la temperatura, el fermentador utilizado, la fecha de inicio, la fecha de
término, el archivo de HPLC con que fue realizada su cuantificaciéon, y el archivo con
gue fue realizada la calibracion para realizar la cuantificacion y comentarios sobre
ésta. Junto con la hoja, que lleva nombre “Ferm. X.Y CEPA TEMP” se encuentran las
graficas “G1 Ferm. X.Y CEPA TEMP” y “G2 Ferm. X.Y CEPA TEMP” (X.Y es el cédigo
de la fermentacion Tabla 1.1), donde G1 consiste en una grafica del nimero de
células y la biomasa peso seco respecto al tiempo de la fermentacion, y G2
consisten en una grafica de la DO y la biomasa peso seco respecto al tiempo de la
fermentacion.

A continuacion se muestra el resto de las curvas de cinética no presentadas y un
detalle al respecto de los problemas encontrados en la realizacién de las
fermentaciones (codificacion de replicas de fermentaciones, ver Materiales y
Métodos):

La replica F1.2 de la cepa EC-1118 a 28° C donde por problemas de control de
temperatura al inicio de la fermentacion, se obtuvo una fase lag mucho mayor que
las otras replicas.

La replica F2.3 de la cepa EC-1118 a 15° C donde solamente por tener un
disposicion diferente de las cuchillas del agitador del reactor, se observd una
biomasa mayor a las otras replicas. Se sefiala también que de acuerdo a datos de
fermentaciones anteriores realizadas por alumnos antiguos del grupo, la cepa EC-
1118 ha presentado una amplia variabilidad en biomasa a baja temperatura en las
condiciones de fermentacién utilizadas.

La replica F5.1 de la cepa VIN-13 a 15° C donde por problemas de temperatura se
observd un aumento de biomasa al final de la curva.

Las replicas F6.1 y F6.3 de la cepa X-5 a 15° C, donde la replica F6.1 por problemas
de cuantificacion de azucares por medio de HPLC, se pensd que la fermentacion se
habia estancado y se mantuvo corriendo por mas del tiempo necesario, y la replica
F6.3 por problemas de temperatura, presentd un crecimiento al final de su curva.

Figura I-1: Cinéticas de Crecimiento EC-1118 28° C y Uvaferm BDX
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Figura 1-2: Cinéticas de Crecimientos EC-1118 a 15° C, VIN-13, X-5, y QA-23.
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Los archivos del consumo de nitrégeno por medio de NOPA se encuentran en el
archivo “Datos Crudos NOPA.xIs”, mientras que los rendimientos calculados se
encuentran en el archivo "Resumen Datos NOPA.xIs".

|.2.- Ajuste de curvas utilizando programa TableCurve2D

Como fue mencionado en la seccion de Materiales y Métodos, se utilizd el software
TableCurve2D para realizar el ajuste de datos de biomasa peso seco, y
concentraciones de azucares (glucosa, fructosa y azlcares totales) y etanol para
calcular la tasa maxima de crecimiento (Umax), las tasas maximas de consumo y
produccion volumétricas de azlcares y etanol, respectivamente, y ademas el tiempo
de sequedad de cada fermentacidn. En la figura I-3, se presenta un ejemplo de la
curva de ajuste para estimar el tiempo de sequedad, donde los puntos representan
concentraciones de azUcares totales respecto al tiempo, la linea negra es el ajuste
realizado, y en rojo se presentan los intervalos de confianza para el ajuste.

Figura 1-3: Ejemplo de curva de ajuste en TableCurve 2D para fermentaciones con EC-
1118 a 28° C.
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Azucares Totales-Tiempo
Rank 1 Eqn 8011 Sigmoid(a,b,c.d)
r2=0.99848346 DF Adj r2=0.99818015 FitStdErr=1.9759799 Fstat=4608.7733
a=-0.65558033 b=248.44105
c=133.97667 d=-42.387466
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Linea negra: ajuste a los datos.
Linea roja: Intervalos de confianza.

Para el caso de estimar el tiempo de sequedad, se dio un peso mayor a los datos de
concentracion de azlcares totales finales, pidiéndole al programa que ajusta mejor
esos datos que los del comienzo de la curva. Una vez realizado el ajuste, el
programa permite obtener el valor de tiempo en que la concentracidon de azlcares
totales es igual a 2.

En el caso del ajuste para tasas de consumo o produccidén y tasa de crecimiento
maximo, se hizo el mismo procedimiento, con la excepcidon de asignar un peso
mayor a los datos obtenidos en la fase exponencial, donde se presentan las
maximas tasas de consumo o produccion, y tasa de crecimiento maximo. El
programa entrega las pendientes de las curvas, y pueden ser ordenados los valores
para obtener el maximo valor.

1.3.- Consumo de Azlcares y Produccion de Etanol

Los datos de consumo de sustratos y de produccion de etanol y glicerol se
encuentran tanto en sus formas procesadas, como los datos crudos obtenidos de los
reportes del programa de HPLC. Las muestras eran analizadas diluidas 10 veces, y
las Ultimas 5 a 3 muestras de la fermentaciéon eran también inyectadas sin diluir.
Asi, para las Gltimas 5 a 3 muestras la concentracion en las graficas es calculada
como el promedio entre estas dos mediciones. Para el calculo de rendimientos, se
usaron como datos de concentraciones al final de la fermentacidon, los valores
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obtenidos sin diluir, ya que éstos deben ser mas exactos porque no tienen el error
asociado al realizar la dilucién de las muestras.

Los datos crudos para cada fermentacion realizada se encuentran en el archivo
“Datos crudos HPLC.xIs” en una hoja de célculo, donde se encuentran los datos
tanto diluidos como los sin diluir, y el promedio de ellos. Ademas, junto con las
hojas de calculo se encuentran graficas de consumo de azUcares (glucosa y
fructosa), y produccién de etanol y glicerol. Los datos procesados, donde se
calcularon ademas las concentraciones en C-mol de cada metabolito, se encuentran
en el archivo “Resumen Datos HPLC.xIs” y se encuentran agrupados por condicién
experimental (cepa y temperatura), donde estan todas las replicas utilizadas en el
calculo de rendimientos. También, dentro de la hoja se encuentran graficas de
consumo de azucares, y produccion de etanol y glicerol con todas las réplicas para
su comparacion. Ademas, un resumen de los rendimientos de etanol-azucares
calculados se encuentra en la hoja “Resumen Rendimientos”. A continuacion se
presentan las graficas de consumo de glucosa y fructosa, las cudles permitieron
comparar las diferencias de consumo de ambas azUcares.

Figura I-4: Cinéticas de Consumo Glucosa-Fructosa EC-1118, RX-60 y UVAferm BDX
alta temperatura.

Consumo Glucosa-Fructosa EC-1118 28° C
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Figura I-5: Cinéticas de Consumo Glucosa-Fructosa EC-1118 baja temperatura
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Anexo J: Resultados de Analisis Sensorial

La evaluacion sensorial de cada vino fue realizada una vez terminadas todas las
fermentaciones planeadas en el experimento. Luego, algunas muestras
permanecieron un tiempo mayor almacenadas en las condiciones establecidas (4° C
con espacio de cabeza purgado). Las muestras fueron analizadas sensorialmente
durante el mes de marzo del afio 2008. La siguiente tabla presenta el tiempo
aproximado que las muestras estuvieron almacenadas previo a su evaluacion
sensorial:

Tabla J-1: Tiempos de almacenamiento de muestras utilizadas para los anélisis de
evaluacion sensorial.
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Temperatura Cepa Replica* Tiempo l’].E
Almacenaje
: F1.3 7 meses
EC-1118
Fl4 7 meses
28° C RX_60 1:‘3 3 meses
Fi3 Y2 mes
T - F43 2 meses
Uvaferm BDX T4.4 —
: F2.3 3 meses
EC-1118
r24 3 meses
VIN-13 Ff-— 7 meses
15 Fi4 Y7 meses
- W5 Fo.3 2 meses
- Fia4 Y2 mes
F7.1 3 meses
A-23
o F7.2 Imeses

*Codificacion, ver Materiales v Métodos Tabla I-1.

Los resultados de Analisis Discriminante pueden ser encontrados en el archivo
“Resultados Analisis Discriminante.xlIs”

1.- Resultados de Andlisis Descriptivos

Para analisis descriptivo se utilizaron los siguientes descriptores generados por el
panel de Evaluacién Sensorial del Centro de Aromas:

Los descriptores propuestos fueron los siguientes:

Tabla J-2: Descriptores utilizados por el panel de Evaluacion Sensorial del Centro

Aromas para la descripcion de las muestras por QDA.

. Jugo de _— .
Platano g_ Pan afiejo Rosas Candy platano
durazno
Oxidado Cola fria Pasas Pasto cortado Leche
Manzana roja Miel Vinagre Pomelo Fifia
Alcohol Mermelada de
Caramelo Uva )
irritante durazno

Los resultados de QDA pueden ser encontrados como datos crudos en los archivos
del software Senstools, los que se encuentran en la carpeta “"Datos SensTool QDA".
Un resumen de los datos, mas los valores de p calculados por analisis ANOVA de las
sesiones realizadas se encuentra en el archivo “"Resumen Datos QDA.xIs”. Los
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perfiles obtenidos para cepa se presentan a continuacion (todos estos resultados se
encuentran en el archivo “"Resultados QDA.xls"):

Figura J-1: Perfil Aromatico de cepa EC-1118 fermentada a 28° C.
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Figura J-2: Perfil Aromatico de cepa RX-60 fermentada a 28° C.
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Figura J-3: Perfil Aromatico de cepa Uvaferm BDX fermentada a 28° C
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Figura J-4: Perfil Aromatico de cepa EC-1118 fermentada a 15° C

EC-111815°C

} &
Car:(f Platano -f“

@ Pan Afejo - ‘ Plitano &D

p== Oxidado Pifia l

1
g Cola Fria Pasas '

Alcohol Irritante

Figura J-5: Perfil Aromatico de cepa VIN-13 fermentada a 15° C
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Figura J-6: Perfil Aromatico de cepa X-5 fermentada a 28° C
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Figura J-7: Perfil Aromatico de cepa QA-23 fermentada a 15° C
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Se graficé los valores entregados en cada perfil, junto con el intervalo dado por la
suma y resta de su desviacidon estandar, con el objetivo de comparar las
variabilidades de los descriptores utilizados.

Figura J-8: Comparacién de perfiles aromaticos todas las cepas, considerando

desviaciones estandares de descriptores.

EC-111828° C RX-6028° C Uvaferm BDX 28° C
) T — s u — — L= - — _ —
- - | T - -
_m . o [ s LI B |
| O o | By
n - | o n = - |
O | | |
EC-111815°C VIN-1315"C X-515°C OA-2315°C
- > - - ; = - - T . -
= - . _ - _ i | — Y - -
— s B = " L : = T —_—n L B -
"F . o L - A T o

Con estos graficos se observa las mismas diferencias y semejanzas mostradas por
los diagramas web de cada perfil aromatico, pero tiene la ventaja de observar las
desviaciones estandares, y su impacto en estas diferencias y semejanzas. A
continuacion, se muestra un par de figuras para sefialar con mayor detalle estas
diferencias:

Figura J-9: Comparacion de perfiles aromaticos de cepa control con cepa RX-60 y X-5,

considerando desviaciones estandares de descriptores.
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Al comparar las cepas EC-1118, RX-60 y X5, se observa que las cepas poseen
diferencias en la amplitud de los intervalos entregados por QDA. Las cepas que
entregan aromas fermentativos (X-5 y RX-60) poseen una varianza mayor en el
aroma platano que EC-1118 (acetato de isoamilo) a ambas temperaturas. Por su
parte, EC-1118 a 28° C posee un intervalo mayor en pan afiojo al comparar con RX-
60. Esto entrega informacion sobre la variabilidad que el panel percibe un descriptor
especifico, variabilidad que es distinta segln la cepa utilizada para un mismo
descriptor.

Con los datos de QDA se realizaron andlisis ANOVA One-way para cada
temperatura, los cudles senalaron en que descriptores existian diferencias
estadisticas entre las cepas, verificando cuales cepas eran distintas entre si en
aquellos descriptores y el nivel de significancia (a) de esa diferencia. Estos
resultados se presentan a continuacidn en la siguiente tabla:

Tabla J-3: Descriptores con diferencias significativas entre cepas de alta temperatura y
nivel de significancia de cada diferencia (a = 95%; 99%; 99,9%).



Relacién de
Cepas

Platano

Pifia

Cola fria

Oxidado

Fan Afejo

EC-1118 vs
RX-&80

99%

95%

99,9%

95%

EC-1118 vs
Uvaferm
BDX

95%

99%

RX-60 Vs
Uvaferm
BDX

99%

99%

99%
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Tabla J-4: Descriptores con diferencias significativas entre cepas de baja temperatura y
nivel de significancia de cada diferencia (o = 95%; 99%; 99,9%).

Relacion de
Cepas

Caramelo

Alcohol
Irritante

Pasas

Cola Fria

Pan Afiejo

EC-1118 vs
VIN-13
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X-3 vs QA-
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Ademas, se realizaron analisis de PCA para las cepas separandolas por temperatura,
observandose nuevamente un patron similar de separacion al usar todas las cepas
(figuras J-10 y J-11).

Figura J-10: PCA de los datos obtenidos por QDA de las cepas que fermentaron a alta

temperatura. La primera componente (horizontal) explica el 75% de la varianza,

mientras que la segunda componente explica el 25% restante.
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FCA Results (Covariance) : dimension 1 versus 2
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A 28° C, se observa que toda la varianza de las muestras es explicada por las 2
componentes principales, siendo pifia, platano, pan afiejo y oxidado los descriptores
con mayor contribucién a la componente 1, que explica un 75% de la varianza.

Figura J-11: PCA de los datos obtenidos por QDA de las cepas fermentadas a 15° C. La

primera componente (horizontal) explica el 62% de la varianza, mientras que la segunda
componente explica el 35% restante.

FCA Results (Covariance) : dimension 1 versus 2
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A 15° C se observa que existe una diferenciaciéon entre los descriptores en la
componente 1 que explica el 62% de la varianza de las muestras. El descriptor pifia
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se encuentra asociado a valores negativos de la componente 1 y es el Unico
descriptor que entrega éstos valores. El resto de los descriptores se encuentran
asociados a valores positivos en la componente. Esto sefiala el dominio del caracter
frutal en las fermentaciones a baja temperatura, sobre el resto de los descriptores
utilizados para la descripcion. Sin embargo, las varianzas del descriptor pifia a 15° C
son mayores que las existentes a 28° C, dificultando su discriminacion.

2.- Evaluacion Sensorial Descriptiva con Panel Experto

Ademas de los dos analisis realizados y presentados en los resultados, se realizd
una evaluacion sensorial descriptiva utilizando un panel experto por medio del uso
de un Perfil de Libre Eleccién (FCP Free Choice Profiling). Se les presentd los vinos
producidos a un grupo de 4 expertos, integrado por 2 personas que recomendaron
las cepas de levaduras de las empresas Lallemand y Laffort, y por 2 endlogos del
Consorcio Tecnoldgico para la Vid y el Vino, VINNOVA S.A. A cada uno se les solicito
que evaluara por separado cada muestra, senalandole que éstas no eran vinos sino
aproximaciones a ellos y que su evaluacion sélo era ortonasal y no incluia
degustacion. Se les pidid6 que evaluaran las muestras y las describieran
aromaticamente, dandole a cada descriptor un puntaje en una escala de intensidad
de 1 a 9 (donde 1 era la menor intensidad percibida y 9 la mayor).

A continuacidon se muestras los resultados obtenidos en la evaluacion del Panel
experto por medio de Free Choice Profilling, en las cudles se observaron que los
expertos utilizaron descriptores similares a los del panel experto. Se utilizé el
siguiente codigo para evaluarlas:

Tabla J-5: Codificacion usada en evaluacion sensorial con panel experto.

Cepa EC-1118 | RX-80 Uwvaferm EC-1118 | VIN-13 X-5 QA-23
28° C BDX 15°C
Codigo 265 122 338 755 125 554 379
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Generacién Vocabulario Descriptivo

Nom bre: Pedro Carriles Cobos

Perfil Libre Eleccién

Instrucciones: Evaluar sensorialmente las muestras, de izquierda a derecha, y generar atributos que
le permitan describir  las caracteristicas aromaticas de cada una de ellas. Adicionalmente utilizar una
escala de intensidad de 1{minima intensidad percibida) a 10 (maxima intensidad persivida) anotando

el score en los espacios asignados.

Cédigo Muestras

ATRIBUTO 265 396 755 854 122 338 125
Acetaldenido ] = [ 8 [ 8 [ 3 7] 5] 7]
|_Papel | L Lo [ 1 1] 1] 1] 1
[Azufrado ] I 11 ] 1] | 1] | 1] 1] 1] 1]
[ Petroleo ] I 11 ] 1] 1] | 5] 1] & 1]
[_Aniz | L3 L4 [ [+ 1] 1] 1]
Clavo de olor | l 1] 11 | 1] | 4] 1] &l 1]
[ Citrico | I 4] ] 1] | 1] | 8] 1] 1] 1]
[_Pasto | 4 0 L [l 4 5] 1]
|1Manzana | l al | 11 | 11 | 6] &l 1] 4]
|_Mani ] l i 1 | 1 | 1] &l 1] 1]
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Generacien Vocabulario Descriptive
Perfil Libre Eleccion

los espados ssignados

Codigo Muestras

ATRIBUTC 265 336 755 ohd 122 2338 125
gty Vier S ] L=l | || | | | | || |
[Carsmels | L3 | | 4 1 | | | | | <]

Fosfors Qusmado | l | | || A 1 | | ] |
Frembusss | | | L= | | | | | | | | | |
[_Frutills l l | | | | 2] | |
[Azahares | | | | | | | L= | | | | | |
[ Liman | [ [ ! I ' e I | | | |
[Chocolste | | | | | | | | I -
Cruslzseca | = | | | 1 | | | | | |
[ Vainills | | | | | | | | | | I
Aostelizhise | L= | | | | 1 | | | | | |
Caren hgisde | l | | | 3 1 | | | || |
[imenton | Lo | | [ | | | | |
[ Guinds ] l | g | | | | | || |
(M scuvs | [ | L& | | LA [ < | | 2
[ Tostado ] l | | || | | | | | L=l
Mantecuills l l | | | | | | | £|
| Feginz l l | | || | | | Lz | || |
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Hombre:

Generacién Veocabularic Descriptive
Perfil Likre Elecoign

Jose-Manuel ZABALA

Cedigo Muestras

255 396 755 554 122 125
| 3] 1 1 il 2| 1 7|
L= s L4 I l 1] 3] |
l | | 3] g ] 4 z| Z| 7|
L« o [ 1 l | 8| gl
Lo [ 9o [d [_d o] 2] H|
Lo [z 4 L _d ol 3| ol
L+ [ 9o [d [_d o 0] 4]
L2 | =] g 1 4 =] 2| 2l
L4 [ 4 [_4 1] ol 7]
g | o] g 1 | g 1] 2|
L= [« [ [_4 g] o] £
L3 | ol ] 5 | | g 2| Z|
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Generacien Vocabularic Desprimiw
Perfil Libre Eleccion
Hambre: Patricia Celedan
gl sooreen I-::s- espedos ssignasdos
Ceodige Muestras
ATRIBUTO 265 396 765 854 122 338 125
l | L [z | | L2 | | s
l | | | | 1 [ 4 | | L& [ 4
I | L L3 | | Lz [_&
Lzl | | [ L4 1 | [« [ 4
l | L& | 1 | 1 | | Lz | |
[ | [ [ < [ 4 L= | | [4l
I | [ 3 | | | | | | [_4l
L=l | | | | I L2 [ 2 [ 4
l | | | &g 49 L3 | | | |
l | | | L2 | I L« | | | |
l | | | 3 1 ] | | | | | |
L= = [ L | I I |
[ | | | | | | L [ = [ 4
L7 | | 3 L4 | | 2 3
[ | [ | | L« [ | | | |
l | | | | | | Lz gl | |
| | [« 4 L 8 [ & | || |
T | | | | | | | [z | |
l | | | | L4 | | | 2

Anexo K: Resultados de Analisis Quimico

Los resultados de analisis quimico requirieron el uso de multiples archivos para
procesar los datos debido a la extensidon del trabajo. Todos estos datos pueden ser
encontrados en los archivos que se van a indicar a continuacién, y solamente se
mostraran los datos mas importantes y relevantes para este anexo.
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Un total de 15 archivos se utilizaron para la cuantificacion e identificaciéon de los
cromatogramas de cada réplica. Estos archivos pueden ser encontrados en la
carpeta “Resultados Analisis Quimicos/Integracion/FX.Y/” con el nombre “FX.Y.xls”,
donde X e Y son numeros obtenidos de la codificacién utilizada en las
fermentaciones (X: Cepa y temperatura; Y: replica, Anexo I, tabla I-1). En estos
archivos se encuentran una hoja por cada cromatograma, la que contiene una tabla
con las siguientes columnas:

Peak: NUumero de peak.

Compuestos: Compuesto identificado usando el programa AMDIS, se utilizé un
codigo de colores para sefialar que base de datos identifico el peak:

La base de datos “Vinos” (color azul), que es una base de datos desarrollada en el
Centro de Aromas UC, luego es la que entrega mayor confiabilidad al identificar
compuestos.

La base de datos “Aromas” (color verde), base de datos desarrollada en el INRA por
parte de Andrea Belancic.

La base de datos “INRAMass” (color blanco), base de datos obtenida del INRA
Instituto Nacional de Investigacién Agricola de Francia.

RT: Tiempo de retencién del peak.
Ancho del peak.

Area del peak identificado, integrado manualmente de acuerdo a los tiempos de
inicio y término de peak entregados por el programa AMDIS.

Tiempo de Comienzo del peak.
Tiempo de Fin del peak.

Concentracion: calculada en pg/L de acuerdo a una regla de tres con el area del
peak del estandar interno 4-nonanol, agregado para obtener una concentracion de
3516 pg/L en 100 ml de muestra (a excepcion de F5.4 y F6.4, que se agregd una
preparacion de estandar interno que producia un volumen de 3512 ug/L).

Ademas de las hojas de calculo para cada cromatograma analizado, en el archivo se
encuentra una hoja de calculo con el promedio del tiempo de retencion, el promedio
de las concentraciones, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion de cada
compuesto.

Los datos obtenidos fueron luego puestos en un archivo en comun (“Integracion
Perfiles_Datos_Filtrados.xls”, donde se colocaron las concentraciones obtenidas para
las réplicas de extraccion de cada fermentacion en una hoja por cepa. Luego, se
eliminaron datos para disminuir la variabilidad de extraccion, tratando de reducir el
coeficiente de variacion a menos que el 10%. Después se hicieron analisis ANOVA
One-way para cada compuesto encontrado, chequeando diferencias estadisticas
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entre las concentraciones obtenidas por replicado de cada cepa, eliminandose los
datos que generaban que las muestras tuvieran desigualdad de varianzas, con el fin
comparar siempre las medias entre replicados. En los casos que no fue posible tener
igualdad de varianza, se utilizé el test no paramétrico de Kruskal-Wallis para
comparar las medianas de replicados. Asi se determind para cada cepa, el
porcentaje de compuestos que tenian diferencias estadisticas entre replicados
(Tabla K-1), observandose una gran variabilidad en los datos quimicos dados los
altos porcentajes obtenidos. Estos resultados se encuentran en el archivo “"Chequeo
Estadistico Igualdad de Varianza.xIs”.

Tabla K-1: Porcentajes de Compuestos que fueron identificados y cuantificados para

cada cepa que presentaron diferencias significativas entre los replicados.

Porcentaje de Compuestos con Diferencias |

Temperaturax Cepax Significativas entre replicadosx=
EC-1118x 68%x= !
28° Cx RX-60x 88%x !

Uvaferm BDXx 56%x !

= = = i
EC-1118x 74%x= !
VIN-13x= 72%x !
15° Cx
X-5x 63%x !
QA-23x 76%x i

Después, a partir de los datos ya filtrados, considerando la varianza microbioldgica,
se comenz6 a comparar entre las cepas para buscar compuestos comunes entre
ellas y al mismo tiempo se buscd los umbrales de los compuestos comunes. Esta
comparacién se encuentra en la hoja “Lista Final de Compuestos” del archivo
“Integracion Perfiles_Datos_Filtrados.xIs”. Con los compuestos, se construyo el
archivo “Comparacién Estadistica Fermentaciones.xls” y el archivo “Resumen
Concentracion OAV.xls”. El primer archivo contiene todas las concentraciones
filtradas para eliminar varianza en la extraccion, con las cudles se calcul6 para cada
compuesto comun un promedio, su desviacidén estandar y su coeficiente de variacion
por cepa. En el segundo archivo se calcularon los OAV de los promedios de las
concentraciones de los compuestos comunes, cuyos umbrales de olfativos fueron
posibles encontrar.
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Ademas, se identificaron los compuestos comunes que fueron también encontrados
en el analisis de los cromatogramas del medio MS300. Se determindé que 14
compuestos se eran comunes y se calcularon los porcentajes que la concentracion
del compuesto en MS300 representaba en el promedio de las concentraciones
encontradas en los caldos. Se comprobd que 3 de los compuestos con valor de OAV
mayor que 1 estaban entre estos 14 compuestos, pero que las concentraciones
iniciales fueron mucho menores que las obtenidas al finalizar la fermentacién.

Tabla K-2: Compuestos comunes encontrados también en medio MS300.

Porcentaje
gﬁncentriﬁ; gﬁncent.raci Eingr;%%ntracit?n o
Compuestos MS300 Promedio Cuncent.racmn
[ua/L]= en Caldos | promedio
[pa/L]= encontrada en
Caldos=
S-Hydroxymethylfurfural= | 21363,923= | 315,86= B742%x=
diethyl o-phthalate= 1068,92= 2645,82= 40% =
Acido octanoico= 60,08= 2521,41=m 2%m
1-{2-Furanyl}-2-
Rﬁﬁf&?ﬂipﬂﬂeﬁ 4 T|s4ansox | 117738x | 717%=
ketones
Acido heptanoicos 161,79= 107,10= 151%x
Acido hexanoicos= 128,96= 1226,34= 11%=
furfury! alcohol= 111,79= 690,26= 15%=
D3 Hndecane | 55 sgx 62,17x 48%x
2-acetylfuran= 77,18= 42,90= 180%=
Acido acéticos 75,14= 5096,47= 1%m=
2 Octanol= 39,28= 16,54= 238%m
Hexanol + 1-Butanol= 19,25= 35,55k S4%h =
zimethyltetrahiydro - 3-) 56 g5 52,72 108%x
Alcohol isoamilico = 13,66= 57142,80= | 0%xu

En negrilla se presentan los compuestos que con OAV mayor que 1.
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Con los datos del archivo “Comparacién Estadistica Fermentaciones.xls”, se escribid
un documento analizando el coeficiente de variacion, que tan definido estaba el
peak en el cromatograma, el valor de su OAV, y su importancia segun literatura. Asi
se determiné compuestos importantes, los cuales fueron clasificados de acuerdo a 4
categorias: Esteres, Alcoholes Superiores, Acidos y Otros. Las concentraciones
promedios de los compuestos en cada categoria fueron sumados para cada replica
de fermentacién, y a partir de esos valores se obtuvo una concentracién promedio y
su desviacion estandar de cada categoria para cada cepa. Estos valores fueron
comparados en las figuras 4-8, 4-9,4-10. Luego, utilizando los compuestos con
valores de OAV mayores que 1, se realizaron andlisis de ANOVA One-way para las
concentraciones (o valores de OAV, dado que el resultados es el mismo), resultados
presentados en la tabla 4-7 y 4-8. Ademas se hizo lo mismo con los valores de
Log(OAV), obteniéndose los mismos resultados en diferencias estadisticas.

Después, a partir de los promedios de concentraciones y los valores de OAV
promedio para cada replicado de compuestos comunes se realizaron analisis de PCA
con el objetivo de explorar los datos, las siguientes figuras y tablas muestras los
resultados obtenidos.

Figura K-1: PCA de las concentraciones de los compuestos comunes encontrados en el
analisis quimico para todos los replicados de fermentaciones realizadas a 28° C. La
primera componente (horizontal) explica el 80% de la varianza, mientras que la segunda

componente explica el 17%.
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Figura K-2: PCA de las concentraciones de los compuestos comunes encontrados en el

analisis quimico para todos los replicados de fermentaciones realizadas a 15° C. La
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primera componente (horizontal) explica el 72% de la varianza, mientras que la segunda

componente explica un 15% de la varianza.
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Figura K-3: PCA de los OAV de los compuestos comunes encontrados en el analisis
quimico, y que se encontrd su umbral de deteccion, para todos los replicados de
fermentaciones realizadas a 28° C. La primera componente (horizontal) explica el 70%

de la varianza, mientras que la segunda componente explica el 25% de la varianza.
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Figura K-4: PCA de los OAV de los compuestos comunes encontrados en el analisis
quimico, y que se encontré su umbral de deteccion, para todos los replicados de
fermentaciones realizadas a 15 ° C. La primera componente (horizontal) explica el 81%

de la varianza, mientras que la segunda componente explica el 12% de la varianza.
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Anexo L: Resultados de Analisis Olfatométrico

Los datos de GC-O, nuevamente por tener varias etapas de procesamiento, se
generaron archivos para cada una de éstas, y en este anexo se referird a ellos en
caso de su consulta a futuro, y se extenderan algunos resultados.

Los datos crudos obtenidos para cada corrida fueron ordenados y revisados para
cada pareja desde los archivos generados por el programa Nose to Text o por
archivos de audio generados por el programa Audacity. A partir de estos archivos,
para cada replica de fermentacion se creo un archivo Excel con una hoja de calculo
por pareja, en el cudl se sefiala el nombre de las personas que realizaron la corrida
de GC-0 vy los descriptores con sus respectivos tiempos e intensidades dichos por
cada una. Estos archivos, llamados “FX.Y_Parejas.xls”, pueden ser encontrados en
la carpeta “Resultados Analisis Olfatométricos/GC-O Datos Crudos/FX.Y”, donde
nuevamente X e Y son el codigo utilizado para las fermentaciones (Anexo I, Tabla I-
1).

Luego, a partir de estos archivos, juntando los descriptores por persona, y
asignando un color a cada una, se ordenaron los descriptores respecto al tiempo. Al
realizarse esto, se observo que existian diferencias en los tiempos en que salian los
compuestos en distintas corridas para una misma muestra (hecho que fue
observado al sobreponer los cromatogramas obtenidos por FID), por lo que los
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tiempos fueron corregidos previamente a ser ordenados respecto a él. A
continuacion se presenta un detalle con el tiempo “estandar” utilizado para cada
réplica y los ajustes de tiempo realizados:

F1.3 EC-1118 28° C: Se usa el tiempo de las corridas realizadas en marzo (10-13
marzo), se les suma 3,6 min a las corridas: P1.1 Victor-Jeannette; P2.2 Rosa-
Victor; P4.2 Anita-JuanPa; P2.1 JuanPa-Rosa. A las corridas: P1.3 Isa-Marcial;
Marcial-Nadie, se les resta 1,55 min.

F1.4 EC-1118 28° C: Se usa el tiempo de las corridas realizadas a fines de febrero
(25-2-2008 al 5-3-2008). Se le resta 1,08 min a la corrida Rosa-JuanPa.

F3.2 RX-60 28° C: Se usa como tiempo de referencia el de las corridas realizadas en
febrero (18 al 20), luego se les resta 1,47 min a las corridas: JuanPa-Anita. Y se les
resta 3,07 min a las corridas Lenka-JuanPa, Gladys-Victor.

F5.2 VIN-13 15° C: se usé como referencia el tiempo de las corridas realizadas en
febrero (14 y 15), luego se ajustd las siguientes corridas: P1.2 Jeannette-Gladys se
resto 0,68 min; P3.2 Victor-Lenka se resto 1,1 min; P4.2 JuanPa Anita se resto
1,27; Gladys-Jeannette se resto 3 min.

F5.4 VIN-13 15° C: se us6 como referencia el tiempo de las corridas realizadas en
marzo (17 y 18), se ajusto la corrida: JuanPa-Nadie se sumo 3,48 min.

F6.3 X-5 15° C: se us6 como referencia el tiempo de las corridas realizadas en
marzo (26 y 27), luego se ajustd las corridas: Anita-Victor y Marcial-JuanPa se les
sumo 3,17 min.

F7.1 QA-23 15°C: todos los cromatogramas estan desfasados en un intervalo de 1,3
min, solo se ajusta la corrida Isa-Yoly sumandole 2 min para ajuste con el resto.

F7.2 QA-23 15° C: Se usa como referencia el tiempo de las corridas realizadas en
marzo (12 y 14), luego se ajustan las siguientes corridas: Lenka-Anita se les suma
3,88 min; JuanPa-Rosa, Anita-Lenka, Yoly-Yenny, Yenny-Yoly se les resta 1,27 min.

MS300, se ajusta la corrida solo la corrida Nadie-Victor, se le resta 5,2 min.

Una vez que se ajustaron los tiempos de todas las corridas, en el archivo
“Aromagramas.xls”, cada uno en una hoja de calculo fueron ordenados los tiempos,
y se procedié a clasificar los aromas y generar los aromagramas, utilizando el
procedimiento mencionado en Materiales y Métodos. Cada uno de los aromagramas
obtenidos se graficaron en archivos “FXY.xIs” (ver Anexo I, tabla I-1), y los
aromagramas filtrados de acuerdo al valor de frecuencia modificada (FM) mayor que
50 se encuentran en los archivos “FXY+50.xls”. Estos archivos se encuentran en la
carpeta “Resultados Analisis Olfatométricos/Aromagramas Graficos/Aromagramas
Replicados/”. A continuacidn se presentan todos los cromatogramas obtenidos para
cada replicado, considerando todos los aromas y solo aquellos sobre 50 de FM.
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Figura L-1: Aromagrama replicado F1.3 EC-1118 28° C, considerando todos los aromas
(izquierda) y solo los aromas con FM > 50 (derecha).
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Figura L-2: Aromagrama replicado F1.4 EC-1118 28° C, considerando todos los aromas
(izquierda) y solo los aromas con FM > 50 (derecha).
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Figura L-3: Aromagrama replicado F2.3 EC-1118 15° C, considerando todos los aromas

(izquierda) y solo los aromas con FM > 50 (derecha).
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Figura L-4: Aromagrama replicado F2.4 EC-1118 15° C, considerando todos los aromas

(izquierda) y solo los aromas con FM > 50 (derecha).
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Figura L-5: Aromagrama replicado F3.2 RX-60 28° C, considerando todos los aromas

(izquierda) y solo los aromas con FM > 50 (derecha).
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Figura L-6: Aromagrama replicado F3.3 RX-60 28° C, considerando todos los aromas

(izquierda) y solo los aromas con FM > 50 (derecha).
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Figura L-7: Aromagrama replicado F4.3 Uvaferm BDX28° C, considerando todos los

aromas (izquierda) y solo los aromas con FM > 50 (derecha).
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Figura L-8: Aromagrama replicado F4.4 Uvaferm BDX 28° C, considerando todos los

aromas (izquierda) y solo los aromas con FM > 50 (derecha).
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Figura L-9: Aromagrama replicado F5.2 VIN-13 15° C, considerando todos los aromas

(izquierda) y solo los aromas con FM > 50 (derecha).
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Figura L-10: Aromagrama replicado F5.4 VIN-13 15° C, considerando todos los aromas

(izquierda) y solo los aromas con FM > 50 (derecha).
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Figura L-11: Aromagrama replicado F6.3 X-5 15° C, considerando todos los aromas
(izquierda) y solo los aomas con FM > 50 (derecha).
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Figura L-12: Aromagrama replicado F6.4 X-5 15° C, considerando todos los aromas

(izquierda) y solo los aromas con FM > 50 (derecha).
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Figura L-13: Aromagrama replicado F7.1 QA-23 15° C, considerando todos los aromas
(izquierda) y solo los aromas con FM > 50 (derecha).
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Figura L-14: Aromagrama replicado F7.2 QA-23 15° C, considerando todos los aromas
(izquierda) y solo los aromas con FM > 50 (derecha).
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Figura L-15: Aromagrama MS-300, considerando todos los aromas (izquierda) y solo

los aromas con FM > 50 (derecha).
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Con estos archivos se buscaron compuestos odorantes comunes entre los replicados
con el objetivo de generar un aromagrama por cepa. Para esto, se ajustd
nuevamente el tiempo, ahora entre replicados, sumando o restando tiempo a uno
de ellos de acuerdo a lo necesario, eliminando los aromas que solo estaban en un
solo replicado, y dejando los aromas que se encontraron en tiempos similares. Estos
archivos se encuentran en la carpeta “Resultados Analisis
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Olfatométricos/Aromagramas Graficos/Aromagramas Cepa/” con el nombre
“FX_+50.xls”. Luego, se eliminaron los aromas comunes con el aromagrama del
medio MS300, y se identificaron algunos compuestos aromaticos (los que pudieron
ser asociados facilmente a un compuesto del cromatograma MS). Finalmente, se
eliminaron los compuestos aromaticos con valor de OAV cercano a 0,01. Asi se
obtuvo aromagramas filtrados, una serie sin aromas comunes del medio MS300,
ubicados en archivos con nombre “FX_+50_sin_MS300.xIs” y una serie sin aromas
comunes del medio MS300 y sin los compuestos aromaticos con OAV bajo, ubicados
en archivos con nombre “FX_+50_sin_MS300-OAVbajos.xls".

Figura L-16: Ejemplo de construccion de aromagramas para la cepa EC-1118 a 28° C a

partir de 2 replicados.
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Figura L-17: Aromagrama cepa EC-1118 a 28° C (izquierda), eliminando aromas de

MS300 (medio), y eliminando compuestos aromaticos con bajo OAV (derecha).
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Figura L-18: Aromagrama cepa EC-1118 a 15° C (izquierda), eliminando aromas de

MS300 (medio), y eliminando compuestos aromaticos con bajo OAV (derecha).
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Figura L-19: Aromagrama cepa RX-60 a 28° C (izquierda), eliminando aromas de

MS300 (medio), y eliminando compuestos aromaticos con bajo OAV (derecha).
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Figura L-20: Aromagrama cepa Uvaferm BDX a 28° C (izquierda), eliminando aromas

de MS300 (medio), y eliminando compuestos aromaticos con bajo OAV (derecha).
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Figura L-21: Aromagrama cepa VIN-13 a 15° C (izquierda), eliminando aromas de

MS300 (medio), y eliminando compuestos aromaticos con bajo OAV (derecha).
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Figura L-22: Aromagrama cepa X-5 a 15° C (izquierda), eliminando aromas de MS300
(medio), y eliminando compuestos aromaticos con bajo OAV (derecha).
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K515 C X-5 1% C o NS 100 -5 15" C menos MS3I00 y DAY bajos

|
Figura L-23: Aromagrama cepa QA-23 a 15° C (izquierda), eliminando aromas de

MS300 (medio), y eliminando compuestos aromaticos con bajo OAV (derecha).
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Finalmente, con estos aromagramas graficaron en conjunto para realizar
comparaciones, las cuales pueden ser encontradas en los siguientes archivos:

“Comparacion_Ranking.xls”, este archivo contiene las graficas de comparaciones
entre los aromas ordenados de acuerdo a su valor de FM, generando un ranking con
ellos. Este orden puede ser estricto por valor de FM o por categoria junto con el
valor de FM.

“Comparacién_Aromagramas_sinMS300.xIs”, contiene los aromagramas de cada
cepa sin los aromas de MS300, junto con una descomposicion de los aromagramas
por categorias de aromas.

“Comparacién_Aromagramas_sinMS300-0AVbajos.xIs” contiene los aromagramas
de cada cepa sin los aromas de MS300 y sin los compuestos aromaticos
identificados a compuestos con OAV cercano a 0,01. Ademas tiene un
descomposicion de los aromagramas por categoria.

“Comparacion_Aromagramas_Promedios.xls” contiene la identificacion de los
compuestos aromaticos, junto con la comparacion de los aromagramas por
contribuciones, entregadas en las figuras 4-17 y 4-18.

Figura L-24: Comparacion de la contribucion aromatica relativa entre cepas sin

considerar compuestos con bajo OAV y aromas de MS300.
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Contribucién Aromatica Relativa de cada Cepa (sin compuestos con OAV
bajos)

WFLORAL WFRUTOSD MADERA ®EMICROBIOLOGHO ®SOUMICD SVEGETATIVO
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EC-111828°C 50 28" C Useaferm BDX 28°C EC-111815°C VIN-1315°C X515°C QA-2315°C

Figura L-25: Comparacion de la contribucion aromética total entre cepas sin considerar

compuestos con bajo OAV y compuestos aromaticos de MS300.
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Figura L-26: Ranking de Aromas de acuerdo a FM, sin considerar compuestos
aromaticos de MS300.
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Figura L-27: Comparacion ranking entre categorias de aromas, sin considerar aromas de

2

MS300 y compuestos con bajo OAV.
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Figura L-28: Comparacion ranking entre categorias de aromas, sin considerar aromas de
MS300.
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Tabla L-1: Identificacion de compuestos aromaticos en aromagramas sin considerar
MS300 para las cepas fermentadas a 28° C.



163

Tiempo |EC-111828°C| FM | 0av | Tiempo RNG0 | FM | oAV | Tiempo teatem | e | oav
3,58 0,06 9,38 Propanoato - IS R 10,48 753 004
1558 RALE 1397 Isobutanol EEEREN EETNE 15,28 G54 RAIK

Acetato de
1911 0,04 1504 |soamilo - Etil EER K 18,92 ta e 72,2 0,06
Isoamilo
Butanoato
Alcohal Alcohol
22,56 1,65 21,38 Bt 4| 1863 23,45 m 84,7 | 2,7008
Isoamilico lsoamilico
Etil MICROBIOLD
R R - - R - e
24 81 6.8 22,93 - 68,4 [ 19,508 27,04 J— 653 NR
Addo
26,21 0,01 24,36 auiMico  EEEE G 31,19 . 924( 004
Aceti oo
Addo MICROBIOLD
231 23,37 0,1 04 77
29,18 MR 29,9 At 90,1 0,03 33, J— = ] MR
3130 0,03 40,13 Aﬂcb 84,2 |0,9357 38,45 65| 0,08
Butirico
Adido
35,44 sU 43,00 " £2,1 (74257 41,96 91,3 1,2965
lsovalerico
3943 0,09 52,29 Fenil Etano!* EENEEREEY 44,80 Ea 5| 46792
41,399 Airido Butirico [EE8 1,00 EL5.62 54 MR 45,54 QLMoo 52 NR
46,94 QUInICO 1 MR 61,82 53 MR 47,80 QUIMICO g NR
Addo 2-Fenil
- - . - -
51,30 heseanoico 2,61 55,24 Etandl ® 678 | 3,3694
53,69 Fenil Eznol* [l 572 53,62 FRUTOSO 54 NR
53,02 FRLTOSO 1 NR 52,57 533 NR
63,96 533 MR

Tabla L-2: Identificacion de compuestos aromaticos en aromagramas sin considerar
MS300 para las cepas fermentadas a 15° C.
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Figura L-29: Comparacion de compuestos aromaticos frutosos en aromagramas sin

considerar MS300 y compuestos con OAV bajos.
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Figura L-30: Comparacion de compuestos aromaticos florales en aromagramas sin
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considerar MS300 y compuestos con OAV bajos.
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Figura L-31: Comparacion de compuestos aromaticos quimicos en aromagramas sin

considerar MS300 y compuestos con OAV bajos.
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Figura L-32: Comparacion de compuestos aromaticos microbioldgicos en aromagramas

sin considerar MS300 y compuestos con OAV bajos.
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