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INTRODUCCIÓN

0. JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS DEL TRABAJO

Desde que hace 125 años Louis Pasteur realizara sus primeros estudios sobre la 

microbiología del vino (Amerine, 1985) numerosos estudios han ido revelándo nuevos e 

interesantes capítulos acerca de la comlejidad ecológica del proceso de vinificación. La 

diversidad biológica del ecosistema vínico abarca numerosos grupos microbianos. La 

transformación del mosto en vino es por tanto un complejo proceso ecológico y bioquímico en 

el que intervienen levaduras, baterías, hongos filamentosos y sus virus. Desde un punto de vista 

puramente biotecnológico, el vino es un producto fruto de la biotransformación del mosto de 

uva, en el que concurren numerosos factores y parámetros extremadamente difíciles de 

controlar en su conjunto, dependiendo, de todos ellos, la calidad final del producto y, por 

tanto, su acepatción en el mercado. Las prácticas enológicas modernas obligan a emplear 

nuevas y más complejas tecnologías y el mayor grado de conocimiento del proceso 

fermentativo, tanto a nivel bioquímico como ecológico, hace que hayan aparecido numerosos 

factores que se pueden modificar con el fin de realizar un mejor control de la vinificación. 

Estos factores pueden ser de índole tan diversa como las inoculaciones con levadura 

seleccionada, el control de la temperatura, de la atmosfera, o las adiciones de factores 

nutriciolanes, enzimas pectolíticos, glicosidasas etc, la inducción de la fermentación maloláctica 

mediante incoulación con bacterias lácticas seleccionadas etc.

La inclusión de las nuevas tecnologías y la posibilidad de controlar todos estos 

parámetros hacen del vino un producto biotecnológico complejo y el estudio de la influencia de 

los factores en su elaboración y en su calidad, debe hacerse teniendo en cuenta esta 

complejidad. El mercado, cada vez más competitivo, demanda vinos de calidad consistenete 

durante las sucesivas campañas y las bodegas deben utilzar todos los medios a su disposición 

para conseguir controlar al máximo el proceso de elaboración, así como los parámetros que en 

él influyen. En el presente trabajo propenemos una técnica basada en la elaboración de diseños 

factoriales equilibrados para abordar estos estudios. Esta técnica nos permite conocer el grado 

de influencia de los parámetros seleccionados en función de las partes del proceso de 

elaboración que se deseen mejorar. Los estudios de laboratorio nos ofrecen un conocimiento 

primario de cuales pueden ser las cuestiones más importantes a tener en cuenta en el proceso 

de elaboración y en que sentido es necesario actuar. Es necesario llevar a cabo estudios más 

concretos en la bodega, basándose en los resultados de laboratorio, a fin de concretar sobre el
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terreno estos resultados. Todo este proceso nos debe llevar a un mejor conocimiento de todos 

los factores que afectan al complejo proceso de vinificación a todos sus niveles, a predecir las 

características del producto en función de los nieveles de los distintos parámetros influyentes 

empleados y por tanto, como culminación de todo el proceso, a tomar decisiones 

perfectamente fundamentadas que nos lleven a la elaboración de un producto óptimo.

Los objetivos principales del presente trabajo fueron:

1. Estudiar, poner a punto y validar el uso de diseños experimentales mediante matrices 

factoriales equilibradas como un sistema de investigación y resolución de problemas y 

cuestiones de interés en vinificación.

2. Mediante estas herramientas estadísticas, estudiar la influencia de las variables 

enológicas más relevantes desde el punto de vista indutrial, sobre la evolución del proceso 

fermentativo y la formación de la fracción volátil de los vinos.

3. Obtener conclusiones del peso e importancia real de las variables estudiadas así 

como conocer sus niveles de actuación más influyentes en el proceso de vinificación.
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1. FACTORES INFLUYENTES EN EL PROCESO DE VINIFICACIÓN

Son muy numerosos los factores que de una forma u otra pueden afectar al proceso de 

vinificación. De gran importancia son, por ejemplo, el cuidado en la vendimia y acarreo de los 

uvas, la metereología, la higiene de los equipamientos de la bodega etc. Estos factores son o 

perfectamente controlables, o imposibles de controlar y no son el objeto de nuestro estudio. 

Estamos especialmente interesados en aquellos factores en los que el hombre interviene o 

puede intervenir de una manera activa y que también pueden determinar, en mayor o menor 

medida, la calidad final del vino.

1.1. El sulfítado de los mostos.

La adición de SO2 a los mostos con el objeto de controlar los procesos de oxidación y 

restringir el crecimiento de la microbiota autóctona es una práctica apmliamente extendida en 

vinificación (Beech and Thomas, 1985). Como antimicrobiano, se espera que el SO2 actúe 

incrementando la fase de latencia y restasando, por tanto el comienzo de la fermentación, que 

reduzca la velocidad de crecimiento de las levaduras y alargue la duración de la fermentación, 

que acelere la fase de muerte y que tenga efectos selectivos sobre las especies o cepas que 

crecen y contribuyen a la fermentación. Los factores que hacen que estos efectos sean más o 

menos significativos son la duración del contacto de las levaduras con el antiséptico, la 

concentración, la temperatura, el grado alcohólico, la composición del mosto que afectará a la 

relación entre el sufúroso disociado y no disoaciado, el número de levaduras en el medio y la 

concentración de glucosa (King et al., 1981; Sudraud y Chauvet, 1985; Rose and Pilkington, 

1989).

Entre sus propiedades fisicoquímicas están su poder decolorante, es inflamable y con un 

fuerte olor sofocante. En solución acuosa se disocia de acuerdo con la siguiente ecuación de 

equilibrio:

SO2 (gas) + H20  <=> SO2 • H20  (S02 molecular)

S 0 2 • H20  o * 1 H+ + HSO3'  (Ión bisulfito)
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HS03' o  H* + S032' (Ión sulfito)

Todas las formas de SO2 en este equilibrio se denominan como S02 libre y su actividad coimo 

antioxidante y antimicrobiano depende de la cantidad de SO2 molecular en solución (Ingram, 

1948; Joslyn y Braverman, 1954; Usseglio-Tomasset et al., 1981). La distribución porcentual 

de las distintas formas de S02 libre dependen del pH. así a pH inferior a 1.77 (pKai), la forma 

predominante es el S 02 molecular y en valores de pH superiores a 7.2 (pKa2), predominai en 

forma de iones sulfito. A un pH intermedio, esta presente en diferentes proporciones como i  ión 

bisulfito. (King et al., 1981). En la mayor parte de los vinos, el pH oscila entre 3 y 4, siendco el 

94-98% ión bisulfito y el resto S02 molecular.

Los mecanismos de actuación del S 02 en el interior de las células son muy diverssos. 

Rompe puentes disulfuro, puede reaccionar con coenzimas tales como NAD, FAD y FM N al 

igual que con cofactores y vitaminas. Muchos enzimas o sistemas de enzimas son inhibidos por 

el sulfuroso y a valores de pH menores de 4.0 causa una rápida disminución del ATP 

iintracelular a través de su acción sobre la glicolisis y la cadena de transporte electrómico 

(Hinze y Holzer, 1985, 1986; Maier et al., 1986). También se le achacan propiedades 

alterantes del metabolismo del RNA, y proteínas.

La principal levadura fermentativa, Saccharomyces cerevisiae, no es predominante 

entre la microbiota del mosto, que esta formada myoritariamente por levaduras apiculladass de 

los géneros Kloeckera y Hanseniaspora y varias especies de otras levaduras (Zambonelli eit al, 

1989). Uno de los objetivos buscados tras la adición del S 02 es reducir el crecimiento de estas 

levaduras y por tanto aumentar selectivamente el crecimiento de S. cerevisiae. Sin eimbairgo, 

Heard y Fleet (1988), ponen en duda la eficacia del S 02 como agente controlador dle la 

microbiata autóctona inicial, ya que su presencia se ha comprobado en bodegas que acdiciconan 

entre 50 y 100 mg/1 de S02 al mosto (Fleet et al., 1984; Heard y Fleet, 1988).

Los rangos de concentraciones a las que actúa el S02 sobre los diiferesntes 

microorganismos son muy amplios. Concentraciones que excedan de 30-50 mg/1 retardaan el 

crecimiento de Leuconostoc oenos, alterando la realización de la fermentación mailolácctica 

(Davis et al, 1985). Por otro lado, las levaduras más resistentes soportan bien concenttraciiones 

de hasta 100-125 mg/1, aunque las levaduras apiculadas son menos tolerantes, quce S.
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cerevisiae, hecho Ique resulta lógico considerando que algunas cepas de S. cerevisiae, 

presentan la cualidad de producir SO2 a partir de los aminoácidos azufrados y sales de sulfato 

(Gaetano, 1988)

La moderna tecnología de vinificación depende en gran medida del uso correcto del 

S 0 2 para conseguir producir vinos de calidad. La eliminación del SO2 supone un grave riesgo 

de cara a la alteración del vino por levauras y bacterias, pero no uso excesivo puede alterar la 

normal evolución del proceso e influir negativamente en la calidad.

1.2. La adición de enzimas

El vino puede ser visto como un producto de producción enzimática. Las actividades 

enzimáticas que se encuentran en el mosto y que actúan durante el proceso de vinificación, 

provienen de todos los grupos microbianos que concurren en ella. El estudio de muchas de las 

actividades enzimáticas presentes en los mostos en fermentación, han llevado a los enólogos a 

estudiar la idoneidad de la adición controlada de enzimas o preparados enzimáticas para 

conseguir potenciar ciertas características deseables en los vinos. Hoy en día es una práctica 

habitual en las bodegas la adición de algún tipo de cócteles enzimáticos, que viene a reforzar a 

los enzimas naturales provenientes de las uvas.

Sin duda los preparados comerciales de enzimas pectolíticos son los más ampliamente 

utilzados en las bodegas hoy en día. La mayor parte de estos enzimas provienen de cultivos de 

Aspergillus niger. La pulpa de la uva es muy rica en sustancias pécticas, por tanto, la hidrólisis 

incompleta de estas moléculas por parte de enzimas endógenos, puede originar problemas 

durante el proceso. La adición de pectinasas a la pasta tras el estrujado incrementra 

significativamente la producción del mosto (Ough y Crowell, 1979). El uso de enzimas 

pecitolíticos para la maceración puede incrementar también el contenido en terpenos del vino 

(Olllivier, 1987). En la vinificación en tinto son frecuentes los vinos con un alto contenido en 

pecttinas debido a un mayor prensado o a los tratamientos con calor que facilitan la extracción 

del color. En estos casos, se hace necesaria la adición de enzimas pectolíticos para facilitar la 

clarificación del mosto. Por todas estas razones, los enzimas pectolíticos son utilizados 

fundamentalmente para conseguir tres objetivos: a) aumentar el rendimiento del prensado o 

permitir un prensado más completo; b) facilitar la extracción de la materia colorante o de las
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sustnacias aromáticas, c) facilitar la clarificación y filtración del mosto (Paronetto y Paronetto, 

1986)

Desde que el mecanismo enzimático de hidrólisis de los terpenil-glicósidos fue 

elucidado (Günata et al., 1988), se han realizado numerosos estudios para encontrar enzimas 

fimgicos capaces de aumentar el aroma del vino. Algunos ensayos realizados con una (3- 

glicosidasa de Aspergillas spp. han mostrado resultados positivos al respecto bajo las 

condiciones normales de vinificación. Esta técnica puede utilizarse para reforzar el aroma 

varietal y el bouquet de ciertos vinos. También se están realizando actualmente aproximaciones 

basadas en la inserción de estos enzimas fúngicos en la levadura seleccionada empleada como 

iniciador de la fermentación, obteniéndose igualmente resultados positivos respecto a la 

apreciación organoléptica de los vinos producidos por esta levadura recombinante (Pérez- 

González, etal., 1993).

1.3. Composición del mosto:adición de vitaminas y nitrógeno fácilmente

asimilable.

La composición química del mosto afecta a la velocidad de la fermentación y a la 

concentración de la mayoría de los componentes del aroma del vino. La concentración de 

azúcar del mosto, la adición de suplementos nitrogenados, la presencia de ciertas vitaminas, la 

concentración de oxígeno disuelto y la concentración de sólidos insolubles, son variables 

relacionadas con la composición del mosto que afectan al crecimiemto de las levaduras y, por 

lo tanto, al proceso de vinificación (Fleet y Heard, 1993).

Las principales fuentes de nitrógeno en el mosto son los aminoácidos libres y los iones 

amonio. Tradicionalmente se ha considerado que los mostos contenían cantidades en execso de 

estas sustancias de las requeridas para el máximo crecimiento de las levaduras. Sin embargo, 

posteriores estudios han concluido que no siempre es ese el caso. Algunos mostos, pueden no 

tener suficiente nitrógeno fácilmente asimilable, especialmente los mostos sometidos a 

procesos de clarificación, para asegurar el crecimiento óptimo de las levaduras (Ingledew y 

Kunkee, 1985, Salmón, 1989; Bely et al, 1990). Además, la demanda de nitrógeno por parte 

de las levaduras se incrementa con el incremento de azúcar del mosto y con la cepa de S. 

cerevisiae. Debido a esto, la suplementación de los mostos con fosfato diamónico (DAP) u 

otras fuentes de aporte de nitógeno fácilmente asimilable son ahora comunes para asegurar que
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la disponibilidad del nitrógeno, no es factor que afecte al crecimiento de las levaduras. (Monk, 

1982; Monk y Costello, 1984; Ingledew y Kunkee, 1985).

En condiciones normales, el mosto contiene cantidades suficientes de vitaminas 

(inositol, tiamina, biotina, ácido pantoténico o ácido nicotínico) para permitir el crecimiento 

normal de las levaduras (Monk, 1982; Ough et al., 1989). Las pérdidas de vitaminas pueden 

darse en mostos que han tenido en excesivo procesado, en cuyo caso, se ha observado que la 

suplementación ha incrementado la tasa de crecimiento de S. cerevisiae (Monk, 1982; Monk y 

Costello, 1984). Levaduras de los géneros Kloeckera o Candida, presentan una mayor 

demanda vitamínica, por lo que este puede ser un factor que limite su contribución a la 

fermentación.

La vitamina B1 o tiamina es especialmente utilizada en enología por tener la capacidad 

de evitar la formación, durante la fermentación alcohólica de sustancias capaces de combinarse 

con el SO2, y por lo tanto permite disminuir su dosis. Por otro lado se le atribuyen propiedades 

de aceleración de la fermentación alcohólica (Paronetto y Paronetto, 1986). Se ha descrito 

(Bach y Hess, 1983) que la adición de tiamina conlleva una limitada formación de acetaldehído 

y de ácido pirúvico.

1.4. Aireación

La aireación controlada del mosto antes de la fermentación o durante los primeros 

instantes de la misma, es estimulante para el crecimiento de las levaduras. (Ingledew and 

Kunkee, 1985; Sablayrolles and Barre, 1986) aunque son necesarios estudios más precisos al 

respecto. En el transcurso de la fermentación alcohólica el oxígeno interviene a nivel del 

metabolismo respiratorio además de en la biosíntesis de constituyentes de la biomasa como son 

los esteróles y los ácidos grasos. Por ello ,un mayor aporte inicial de oxígeno puede favorecer 

la fase aerobia de las levaduras presentes en el mosto y, por tanto, provocar un rápido aumento 

de la biomasa. Esta mayor biomasa podrá luego conducir una fermentación alcohólica más 

rápida y controlada.
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1.5. Temperatura

La temperatura a la que se lleva a cabo la fermentación alcohólica afecta a la velocidad 

de creciemiento de las levaduras y, por tanto, a la duración de la fermentación, a lia 

contribución de las distintas especies y a las reacciones bioquímicas de las levaduras, qute 

finalmente determinan la composición quíimica del vino y sus cualidades sensoriales.

La velocidad de crecimiento de las levaduras y de la fermentación alcohólica tiene siu 

máximo entre 20-25 °C (Amerine et al, 1980; Benda, 1982). En los últimos años existe unía 

tendencia a fermentar los vinos blancos a bajas temperaturas con el fin de aumentar lia 

producción y retención de compuestos volátiles (Killian y Ough, 1979; Kenkee, 1984). Esto hia 

conducido a la selección de cepas de S. cerevisiae capaces de fermentar buenas velocidades a 

temperaturas bajas.

La temperatura de fermentación también afecta a la ecología de la fermentación. Así 

Fleet y Heard (1993) sugieren que K. apiculata presenta una mayor capacidad para crecer a 

temperaturas bajas que. cerevisiae. Estudios realizados por Gao y Fleet (1988) mostraron quie 

K. apiculata presentaba una mayor tolerancia al etanol a 10-15 °C, apoyando la idea general dle 

que la tolerancia al etanol por parte de las levaduras está estrechamente relacionada con Ha 

temperatura.

Además de afectar a la ecología de la fermentación y al crecimiento de la levaduras, Ha 

temperatura también condiciona de forma directa la composición final del vino, ya que a 

temperaturas más alta se produce una mayor perdida de los compoenentes más volátiles y de 

etanol, pudiendo afectar de manera significativa a la riqueza aromática de los vinos.

1.6. Inoculaciones con levaduras

Al comienzo de la fermentación espontánea existe en el mosto un claro predominio de 

levaduras apiculadas. La presencia de estas levaduras en el mosto de uva y su actividad 

fermentativa se describen ya en experiencias realizadas por Müller-Thurgau (1905-1907) y 

posteriormente en numerosos trabajos de Castelli' et al. (1948, 1952, 1955), Florerrano 

(1949), Tarantola (1946) y Peynaud (1953).

Según esta bibliografía, no estaba todavía suficientemente claro la función que tales 

levaduras apiculadas podrían tener en la primera fase fermentativa de los mostos.
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Sobre el papel desempeñado por el género Kloeckera en enología, se han realizados 

múltiples contribuciones experimentales. Por primera vez Müller-Thurgau (1905-1907) y 

posteriormente Tarantola (1946) y Saenko (1946) afirman que tales levaduras eran 

inadecuadas para el buen desarrollo de la fermentación vínica. Fueron estos resultados los que 

llevaron a pensar en técnicas tendentes a su eliminación y vislumbraron, ya a principios de 

siglo, los sistemas de fermentación con levadura única (fermentación en pureza).

Por otra parte y también a comienzos de siglo, no han faltado afirmaciones contrarias a 

ésta: Duclaux (1901) opinaba que sólo el hecho de la presencia constante del género, tendría 

que justificar su utilidad, Martinad (1912) también sostenía su utilidad en vinificaciones 

especiales.

Saenko (1946), en un examen rigurosamente cuantitativo, asociando esta especie a 

Saccharomyces cerevisiae en porcentajes crecientes del 1% al 40%, constataba que al 

porcentaje más bajo de apiculada correspondía un efecto que en lugar de depresivo, se hacía 

estimulante para la elíptica.

Otros autores estudiaron el comportamiento de varias combinaciones de levaduras 

como Kloeckera apiculata, Hanseniaspora guilliermondii y otras en asociaciones binarias, 

ternarias y cuaternarias, operando sobre mosto natural sin adición de SO2 . Llegaron a la 

conclusión de que la acción depresiva, tantas veces citada, puede ser consecuencia de la 

alteración de la composición química del mosto cuando se somete a tratamientos de 

esterilización por calor. Estas acciones no se producirían, por tanto, cuando se opera con 

sustrato natural (Suárez e íñigo, 1990).

Toda esta controversia en torno a la conveniencia de las levaduras apiculadas en los 

primeros estadios del proceso fermentativo, provoca que la fermentación en pureza con 

levadura seleccionada prescindiendo de la flora salvaje, sea también controvertida.

La mayoría de los adelantos que se han producido en la industria vínica (Reed y 

Nagodawithana, 1988) durante los últimos 20 años, están relacionados con el desarrollo de 

levaduras seleccionadas como starters vínicos. Numerosos autores atribuyen a las 

fermentaciones inducidas con este tipo de levaduras, ventajas como un rápido comienzo , una 

fermentación uniforme y completa, nulos o muy bajos niveles de azúcares residuales, 

eliminación de productos indeseables, un total control microbiológico del proceso (Longo et 

a t, 1992) un vino de calidad más consistente (Kunkee et al., 1970, 1977; Rankine y Lloyd,
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1963), menor competencia por los nutrientes limitantes e, incluso, mayor calidad del producto 

final (Minárik e ta l., 1978; Cuinier, 1983).

Mestre y Mestre (1946), Florenzano (1949), Reed (1982) y Amerine et al. (1982) 

consideran que en el caso de inocular el mosto con una levadura starter, la flora indígena debe 

ser reducida por decantación o, mejor, por centrifugación, evitando así los costos tanto 

económicos como organolépticos que produce la pasteurización y permitiendo que la flora 

salvaje se desarrolle en alguna medida, resultando vinos con un espectro aromático más 

extenso (Martínez et al., 1990).

Heard y Fleet (1985) estudian la influencia que la flora salvaje puede tener sobre los 

mostos inoculados con levaduras starters. Sus datos reflejan que las levaduras presentes de 

forma natural en el mosto realizan una contribución significativa a la fermentación incluso

cuando el mosto es inoculado con de 10^ a 10^ cels/ml de Saccharomyces cerevisiae y que 

por tanto, la afirmación de que la cepa inoculada suprime significativamente el desarrollo de las 

levaduras naturales durante las fermentaciones vínicas, no es estrictamente correcta. Estos 

mismos autores, usando métodos electroforéticos para diferenciar cepas de S. cerevisiae 

(Bouix et al., 1981) muestran que en algunos casos la cepa inoculada no es la dominante al 

final de la fermentación. Concluyen diciendo que "en las fermentaciones inducidas, el principal 

efecto de las S. cerevisiae inoculadas es influir en el desarrollo de las cepas de Saccharomyces 

más que inhibir el crecimiento de las levaduras no-Saccharomyces".

Suárez e Iñigo (1990) argumentan que la técnica que se ha de aplicar en las 

fermentaciones en pureza, lleva implícita como primera operación la esterilización del mosto a 

fin de eliminar la flora salvaje. Una vez eliminada del sustrato, éste queda en condiciones de 

que desarrolle su actividad total la especie seleccionada. Esto significa, por tanto, la renuncia a 

cualquier tipo de efecto, tanto beneficioso como perjudicial, que pudiese desarrollar la flora 

salvaje.

Goto et al. (1992), encuentran que es incierto saber si la levadura usada como starter 

se desarrollará dominantemente en el vino, ya que dependerá en gran medida de la microflora 

presente en el mosto (no esterilizado), lo cual varía de un mosto a otro o en diferentes 

campañas. Estos autores advierten que es importante exigir que las levaduras usadas como 

starters se desarrollen en dominancia lo más pronto posible, por lo cual se hace necesario que 

la presencia de la levadura iniciadora sea seguida a través de la fermentación.
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Recientemente Querol et al. (1992) han puesto a punto un rápido y novedoso método 

basado en el análisis de los fragmentos de restricción del DNA mitocondrial de la levadura, con 

el que es posible realizar el seguimiento de una cepa determinada de S. cerevisiae a lo largo del 

proceso fermentativo, pudiéndose así comprobar su implantación. Los resultados obtenidos 

demuestran que la cepa que fue utilizada como inductora de la fermentación (S. bayanus cepa 

T73 C.E.C.T. 1894, seleccionada por el mismo grupo de investigación) alcanza un 40% de la 

flora levaduriforme presente alrededor del 5o día de fermentación llegando, posteriormente a 

porcentajes en tomo al 70-85 % de la flora levaduriforme total.

En los paises más recientes en la producción de vino tales como Estados Unidos, 

Australia o Sudáfrica, donde no se ha establecido una flora deseable natural, hay una renuncia 

a confiar en la fermentación espontánea y se inoculan los mostos con levaduras seleccionadas 

para inducir la fermentación (Kunkee y Goswell, 1977; Lafon-Lafourcade y Ribéreau-Gayon, 

1984), eliminando o inhibiendo previamente la flora no deseable por pasterización o mediante 

la adición de anhídrido sulfuroso. Esto puede ser debido a la escasa tradición vitivinícola 

desarrollada en estos países, que provoca que no dispongan de una flora levaduriforme 

autóctona arraigada, ideal para una fermentación espontánea favorable.

Sin embargo, entre los enólogos europeos predomina la idea de que la fermentación 

inducida por la flora autóctona, conduce a la obtención de vinos de mejor aroma y bouquet 

(Peynaud y Domerq, 1953, 1955; Peynaud y Ribéreau-Gayon, 1947; Marcus Gomes, 1969; 

Renaud, 1939, 1940; Rankine, 1968), apoyando la idea de que la posesión de una flora 

autóctona consolidada a través de una ancestral tradición vitivinícola produce mejores caldos si 

se permite su actuación espontánea.

2. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA CALIDAD DEL VINO

Son muchos y de muy diversa índole los factores que de una manera u otra condicionan 

la calidad del producto final. Serán factores influyentes en la calidad de un vino todos aquellos 

que puedan modificar en alguna medida cualquiera de sus características organolépticas: color, 

sabor, nitidez, olor y aroma. Por tanto estos factores serán, independientemente de la variedad 

o de los microorganismos participantes en el proceso, el tipo de suelo, el clima, el estado de 

madurez en el momento de la vendimia, el cuidado y la limpieza en todas las manipulaciones de
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la uva hasta la bodega, así como los materiales que están en contacto con la uva, mosto y vino 

en la bodega a lo largo de todo el proceso de elaboración.

A parte de todos estos factores la calidad puede variar en función de la actuación del 

enólogo, que debe llevar a cabo un correcto control del proceso.

Dentro de los factores que afectan a la reproducibilidad de la fermentación y a la 

composición aromática Houtman et al. (1980) incluye la madurez de la uva, el azúcar, la 

concentración del inoculo, la aireación, la turbidez y el ergosterol. Ramey et al. (1986), Marais 

(1988), Marais y Rapp (1988) estudian factores tales como el tiempo de contacto con la piel de 

la uva o la temperatura.

3. EL AROMA DEL VINO

3.1 Generalidades sobre la percepción olfativa

Las percepciones olfativas son el resultado de procesos psicofisiológicos muy 

complejos. Resultan influenciadas por otras percepciones sensoriales, por la temperatura, por 

estímulos de las terminaciones nerviosas libres de las vías respiratorias y por motivaciones 

psicológicas diversas, responsables del carácter agradable o desagradable de las percepciones. 

Para que se produzca la sensación olfativa la molécula odorífera debe alcanzar al receptor 

olfativo, solubilizándose en la capa mucosa que lo recubre. Se habla de olor cuando las 

moléculas siguen la vía nasal directa y de aroma cuando las sustancias volátiles llegan al 

receptor vía retronasal.

No se conoce ninguna explicación simple al modo de actuar de las sustancias odorantes 

sobre los receptores basándose en los grupos funcionales de las moléculas. En efecto, 

moléculas de estructuras muy diferentes pueden provocar la percepción de olores 

prácticamente idénticos.

El umbral de percepción de una sustancia (concentración a partir de la cual se percibe 

su olor en solución) varía mucho dependiendo de que sustancia se trate y parece que también 

se ve influenciado por la mezcla con sustancias odoríferas diversas. El olor característico del 

etanol disimula o enmascara los otros olores y, por ello, vemos como un grado de alcohol 

elevado puede disminuir considerablemente la intensidad aromática de un vino (Peynaud, 

1984). Los umbrales de detección de las sustancias volátiles en vino pueden ser bastante
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diferentes de las determinadas en agua (Williams, 1978) y estos umbrales sirven únicamente de 

orientación de la calidad e intensidad del olor a altas concentraciones (Noble, 1988).

Ya hay identificadas centenares de moléculas volátiles odorosas en numerosos 

alimentos, aunque sólo en un número limitado de casos se han logrado identificar los 

constituyentes especificamente responsables del aroma, lo que ha permitido la reconstrucción 

bastante aproximada del aroma natural a partir de las moléculas de síntesis.

3.2 Componentes del aroma del vino

A pesar de las distintas sensaciones implicadas en la cata de un vino, la gran 

sensibilidad del receptor olfativo hace que el aroma y el olor desempeñen un papel 

preponderante en la apreciación de un buen vino. Los estímulos olfativos son moléculas 

volátiles de bajo peso molecular (siempre inferior a 300). No obstante, existe un límite inferior 

para su tamaño, ya que cuanto más pequeñas son, menor es su capacidad de fijación a los 

receptores. Además, para que una molécula pueda ser percibida, debe ser soluble en la capa 

mucosa que cubre al receptor olfativo, por lo que el grado de solubilidad de las distintas 

sustancias influirá notablemente en su percepción.

Cordonnier (1971) distingue tres tipos diferentes de aromas:

-Aroma primario, es el aroma aportado por la uva específico de cada variedad, nos 

recuerda a flores y frutos.

-Aroma secundario, es el aroma procedente de la fermentación y está influenciado por 

el tipo de levadura que actúa. (Soufleros y Bertrand, 1979).

-Aroma terciario, es el aroma formado en el envejecimiento de los vinos, también 

llamado "bouquet".

Posteriormente, Cordonnier y Bayone (1981) proponen una clasificación que incluye 

las variaciones en el aroma debidas a las operaciones prefermentativas, en la que distinguen:

-Aroma varietal, el debido a la variedad de uva de la que se extrae el mosto.

-Aroma prefermentativo, el aroma del vino debido a las manipulaciones que han 

ocurrido en la vendimia desde la recolección hasta el comienzo de la fermentación. Estas 

manipulaciones incluyen las agresiones mecánicas que sufren las uvas, la clarificación de los 

mostos y la adición de SO2  entre otras. Esta fase corresponde bioquímicamente a un periodo
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de actividad enzimática intensa que repercute en las manifestaciones oxidativas y clarificantes, 

pero que también tiene repercusiones en el aroma.

-Aroma fermentativo, el que se debe a los procesos físico-químicos que tienen lugar 

durante la fermentación con participación activa de las levaduras.

-Aroma post-fermentativo, al aroma que se origina por las transformaciones de óxido- 

reducción que ocurren durante la conservación y almacenamiento. Además, durante el periodo 

de envejecimiento pueden incorporarse al vino componentes del recipiente utilizado, como 

ocurre en el bouquet típico de los barriles de roble americano por aporte de la gamma-lactona 

del ácido 4-hidroxi-3-metiloctanoico y del antranilato de metilo.

Durante la fermentación se producen gran cantidad de sustancias volátiles debido al 

gran número de procesos químicos y bioquímicos que en ella tienen lugar. Las levaduras y el 

proceso fermentativo parecen jugar el papel principal en la producción de compuestos 

odoríferos. Soumalainen y Nykánen (1966) mostraron que el producto de la fermentación de la 

levadura en medio sintético contenía un gran número de compuestos volátiles. Varios cientos 

de estos compuestos se han identificado ya y la lista sigue creciendo actualmente. Estos 

pertenecen a numerosos grupos de compuestos orgánicos, tal y como se puede apreciar en las 

tablas la  y Ib, aunque fundamentalmente el olor y aroma del vino consiste principalmente en 

alcoholes, ésteres, ácidos grasos y compuestos carbonílicos (Kunkee y Goswell, 1977).

Los ésteres etílicos de alto peso molecular son componentes deseables del aroma de los 

vinos, a los que proporciona un aroma afrutado. Se han identificado un gran número de 

componentes (Webb, 1967; Cordonnier, 1971; Schreier y Drawert, 1974; Bertrand,1975). Por 

el contrario, el acetato de etilo es un éster cuya presencia es negativa en la apreciación 

organoléptica de cualquier vino, es responsable de la acescencia. El umbral de percepción es 

generalmente mayor que las concentraciones que normalmente forman las levaduras. Los 

ésteres se forman por síntesis intracelular a partir de ácidos grasos y cetoácidos activados por 

acetil-CoA (Nordstrom, 1964; Lechtonen y Suomalainen, 1977) (Figura 1). La biosíntesis de 

ésteres depende de la aireación del mosto, la temperatura de fermentación, la técnica de 

vinificación (Bertrand, 1975), pero también de la fertilización de las viñas y la madurez de las 

uvas (Houtman et al ,  1980).
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Activación de los ácidos monocarboxüicos:

R-COOH + ATP + CoA^SH  > R-CO^SCoA + AMP + PPi + H20

Descarboxilación oxidativa de los 2-oxo ácidos:

R-COCOOH + NAD + CoA-SH -------------------> R-CO SCoA + NADH + C 0 2

Síntesis a partir de intermediarios de ácidos de larga cadena:

TT _ . Mn+  ̂ Biotina C 02 x __ ^  ~ .
H C-CO^SCoA —  H2C-CO SCoA

2 I
C O C T

H2C-CO-SCoA
R-CO-SC0 A +  I + 2NADH2  > R-CH2 -CH2-CO-SCoA +COO“ s i l

+ CoA-SH + 2 NAD + C 0 2 + H20  

Los ésteres se forman por alcoholisis de los compuestos de acil-CoA

R-CO-SCoA + R 'O H ---------------------------- > R-COOR' + CoA-SH

Figura 1. Formación de ésteres de ácidos alifáticos monocarboxílicos

Los alcoholes superiores están presentes en concentraciones del orden de 100 mg/1. 

Cuantitativamente son los componentes más importantes del aroma del vino, pero se está de 

acuerdo en que disminuyen la calidad del vino cuando se encuentran presentes en 

concentraciones elevadas (Wagener y Wagener, 1968; Amerine et al., 1980). El mecanismo de 

síntesis ha sido objeto de numerosos trabajos entre los que cabe destacar los publicados por 

Áyrápáá (1971), Usseglio Tomasset (1971) y Webb (1973). Los alcoholes superiores se 

forman a partir de los azúcares y por desanimación y descarboxilación de aminoácidos. Su 

síntesis se produce durante la fase de crecimiento exponencial de las levaduras (Volbretch y 

Radler, 1973) y su concentración relativa depende de las fuentes de nitrógeno presentes en el 

medio, aunque también es función de la especie de levadura e incluso de la cepa (Webb y 

Kepner, 1961; Webb et al. , 1966; Rankine, 1967; Castelli, 1973; Sponholz y Dittrich, 1974; 

Singh y Kunkee, 1976), del transcurso de la fermentación, pH, temperatura y técnica de 

vinificación (Bertrand, 1975).Varios autores, tales como Bertrand (1968, 1975), Roset et al. 

(1971), Park (1974), Soufleros y Bertrand (1979) y Ciolfi et al. (1985a, 1985b), han 

demostrado que para algunas levaduras, la producción de alcoholes superiores está 

directamente relacionada con la producción de etanol. Sin embargo, Zeeman et al. (1982),
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analizando la producción de varios alcoholes superiores y ésteres por parte de 24 especies de 

levaduras vínicas encontraron pequeñas diferencias (excepto Saccharomyces uvarum que 

producía más 2-feniletanol que el resto) y no se encontró relación con la producción de etanol. 

Los ácidos grasos de 4 a 6 átomos de carbono afectan al aroma del vino a pesar de su reducida 

concentración (Webb, 1967). Los ácidos grasos de 8 y 10 átomos de carbono también 

participan en el aroma del vino y están presentes en concentraciones relativamente mayores 

(Drawert et al., 1974). La concentración de estos componentes depende de la especie de 

levadura (Usseglio Tomasset, 1967). Se segregan durante la fermentación y su síntesis está 

activada por acetil Co-A y propionil Co-A (Figura 2) (Lehtonen y Suomalainen, 1977). 

También son de gran importancia en los vinos los compuestos carbonílicos, tío-éteres, en 

especial el 3-(metiltío)-l-propanol, gamma y delta lactonas, compuestos del nitrógeno y del 

azufre, terpenos... (Webb y Muller, 1972; Muller et al., 1973; Schreier y Drawert, 1974).

CoA. ATP. \ í g 2+

Acido Palmítico  > Palmitil-CoA

° 2 .  NADPH

Palmitil CoA -> [oxopalmitil-CoA]

[oxopalmitil-CoA] -> Palmitoleil-CoA

Tiolasa

Palmitoleil-CoA ------------------------- > Ácido palmitoleico + CoA

Figura 2. Reacciones de desaturación de ácidos grasos 

4. ANÁLISIS DE LA FRACCIÓN VOLATIL

4.1 Análisis sensorial

Se denomina análisis sensorial al examen de las propiedades organolépticas de un 

producto, realizado con los órganos de los sentidos.
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En el momento en que una pequeña porción de vino se contempla, se huele o se 

introduce en la boca, se desencadenan una serie de efectos que están relacionados entre sí y 

que dependen de la calidad, intensidad y duración del estímulo, de la modalidad de la sensación 

producida, de las características de los receptores sensoriales y de la atención y conocimientos 

básicos del individuo (Cabezudo, 1982). El éxito del análisis sensorial depende de que se logre 

la mayor proximidad entre la calidad e intensidad del estímulo y la respuesta dada por el 

individuo a la sensación percibida.

El análisis sensorial presenta inconvenientes debido a la subjetividad de la información 

que proporciona y a la imposibilidad de cuantificar, por lo que siempre es necesario 

complementarlo con otras medidas objetivas, bien por vía química o instrumental.

4.2 Análisis por vía química

La mayor parte de los análisis químicos de la fracción volátil, fundamentalmente 

volumétricos, tan solo aportan una visión global de la misma, o sobre un grupo de compuestos 

con semejantes propiedades químicas. Aunque esta información puede no estar directamente 

relacionada con la calidad del aroma, resulta útil si se utiliza adecuadamente para objetivos 

concretos, como el estudio comparativo del contenido total de sustancias volátiles de distintos 

vinos o la comparación de os efectos producidos por los diferentes procesos a los que se 

somete el vino. Entre estos métodos de análisis cabe destacar los de determinación de ésteres 

totales (método Peynaud), aldehidos (método de Jaulmes y Hamelle), acidez volátil (método 

de Duclaux-Gayon), grado alcohólico (método Nicloux) y alcoholes superiores (método 

Guymon-Heitz) (Ribéreau-Gayon et a l,  1972).

Frente al análisis sensorial, estos métodos presentan la ventaja de evitar la subjetividad 

de las evaluaciones organolépticas, y respecto a los métodos cromatográficos la de su mayor 

rapidez. Su principal inconveniente es que los resultados obtenidos están determinados por los 

compuestos mayoritarios de las fracciones analizadas, que en muchos casos tienen una 

repercusión pequeña o nula sobre el aroma del vino.
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4.3 Análisis por cromatografía de gases

El estudio individual de los componentes de la fracción aromática de los vinos requiere 

el empleo de una técnica separativa; la más empleada en la actualidad es la cromatografía 

gaseosa por ser idónea para la separación de sustancias volátiles presentes en bajas 

concentraciones y posterior cuantificación, ya que se disponen de detectores muy sensibles. No 

obstante, la baja concentración de la mayoría de los compuestos volátiles suele requerir una 

concentración previa a la separación cromatográfica.

De este modo, para realizar el análisis individualizado de la fracción volátil de los vinos, 

se requieren varias etapas bien definidas:

a)-Extracción de la fracción volátil del vino.

b)-Concentración de dicha fracción.

c)-Separación e identificación de los componentes que la forman.

Las técnicas de extracción más utilizadas son la extracción de componentes volátiles 

con disolventes orgánicos y concentración del extracto y la extracción por arrastre con una 

corriente de gas inerte.

La separación de los compuestos se realiza fundamentalmente por cromatografía 

gaseosa. La identificación suele efectuarse por espectrometría de masas. También resulta de 

mucha ayuda la identificación por técnicas exclusivamente cromatográficas, como el estudio 

comparativo de los tiempos de retención en disoluciones patrón y en el extracto analizado o el 

enriquecimiento de la muestra con patrones.

4.3.1 Principales métodos de extracción de la fracción volátil

4.3.1.1 Invección directa del vino

Se utiliza para la determinación de compuestos que se encuentran en el vino a una 

concentración superior de 10 mg/L. El principal inconveniente es la introducción en el 

cromatógrafo de gases, sustancias poco o nada volátiles que deterioran rápidamente el sistema 

de inyección, originando "artefactos" en los cromatogramas.
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4.3.1.2 Destilación

Se toma un volumen de vino y se destila a presión ambiente en un aparato de 

destilación de vidrio normalizado, recogiéndose el destilado que se obtiene entre 89 y 93 

°C, el cual es posteriormente analizado en el cromatógrafo de gases.

Mediante este procedimiento se concentran unas siete veces los componentes que 

aparecen en la zona media del cromatograma respecto a la inyección directa, excepto en el 

caso del 1 -butanol para el que no se consigue un aumento notable de su concentración en el 

destilado, sin que se conozcan bien las causas (Gassiot et al., 1982)

4.3.1.3 Desmixtura

Es un método de separación consistente en la formación de dos fases a partir de una 

mezcla homogénea de agua y un disolvente orgánico por adición de sales minerales. En el vino, 

la fase orgánica contiene fundamentalmente etanol y compuestos más solubles en éste que en 

agua (fenoles, alcoholes, ésteres... ). La teoría de la desmixtura aplicada a vinos ha sido 

descrita ampliamente por Singlenton (1961), destacando la importancia que juega el pH en el 

proceso.

Bertrand (1971) coloca 300 cnv* de vino, 37 g de (NEL^SC^ y 5 g de NaL^PCX* en

un matraz de fondo redondo de cuello estrecho, se agita 10 minutos y se deja en reposo. Al 

cabo de dos horas se separa en el cuello del balón una fase orgánica de aproximadamente 1

cm^, que se introduce directamente al cromatógrafo. La abundancia de compuestos fenólicos 

en la muestra hace necesaria la limpieza frecuente de la cámara de inyección.

Mesias (1981) hace un estudio de la desmixtura con varias sales (N EL^SO ^ Na2 SC>4

• 7 H2 <3 , Na2 CC>3 , K2 CO3  y NaH2 PÜ4  . De ellas selecciona una mezcla de 2 0  g de

(NH4 )2 SC>4 y 5 g de NaH2 PÜ4 , por considerar que modifica menos el pH.

4.3.1.4 Espacio de cabeza

Consiste en analizar únicamente el vapor en equilibrio con el vino objeto del estudio, a 

una temperatura determinada y controlable. Los componentes de este vapor son arrastrados
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por una corriente de N2  a la misma temperatura del líquido. Posteriormente las sustancias 

volátiles son retenidas en trampas de polímero poroso (Porapak Q, Tenax GC,...) que se 

someten a un proceso de lavado o desarrollo haciendo pasar a su través una corriente de 

nitrógeno a 250C de modo que se elimine la mayor parte de agua y etanol retenidas. Por 

último, se efectúa la desorción de las sustancias volátiles retenidas haciendo pasar N2  a 150-

200 °C durante 30 minutos. Las sustancias desorbidas se pueden fijar mediante un sistema 

acoplado al inyector del cromatógrafo de gases (Bertuccioli y Montedoro, 1974); otros autores 

(Ortega et al., 1987) emplean en la desorción un homo independiente, recuperándose los 

compuestos por condensación a bajas temperaturas, bien directamente (Etievant y Bayonove, 

1983) o sobre un solvente apropiado y posterior concentración (Guichard y Ducret, 1984; 

Craig, 1988). El primer método permite una mejor recuperación, pero presenta el 

inconveniente de requerir un montaje mucho más complejo y caro.

4.3.1.5 Extracción con gas inerte

La extracción con gas inerte quizás sea el mejor método para el estudio de la fracción 

volátil de un vino, ya que se consigue reproductibilidad muy elevada. Sin embargo su 

utilización resulta ser muy compleja y por ello su uso no está muy extendido. La extracción 

con gas inerte lleva consigo una gran cantidad de etanol y acetato de etilo que enmascara 

varios picos del cromatograma, puestos en evidencia más fácilmente a partir de una extracción 

con disolventes. Consiste en arrastrar los restos más volátiles por medio de una corriente de 

gas inerte, siendo después condensado en trampas frías o retenidos en polímeros porosos del 

tipo Poropak Q o Tenax GC.
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Termostato

Control de flujo
Baño

Serpentín Muestra Trampa
Matraz

Imán co

Agitador magnético

a) Dispositivo de toma de muestras

Trampa

T ubo de teflón

\  Homo
Tubo "Vacuntamer"

Control de flujo

Mezcla congeladora 

b) Dispositivo de desorción de muestras

Tubo interior

E*3 M

Figura 3. Montaje para extracción del espacio de cabeza

El m odo general para operar usando trampas frías lo describe Bertrand (1 9 6 8 ), 

utilizando una corriente de nitrógeno (Figura 4). La extracción concluye en 30 m inutos y se
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obtienen 0 .2 -0 .5  mi de extracto. Es inútil operar durante más tiem po, dado que se incrementa 

fuertem ente la extracción de agua y alcohol, d iluyéndose por tanto la muestra. Se puede operar 

también sustituyendo las trampas frías por colum nas que contengan una determinada cantidad 

de polím ero poroso (Cornelias et al., 1988), seguido de un p roceso de lavado y desorción, o 

bien recogiendo los com p u estos extraídos sobre un líquido adecuado, seguido de una 

extracción con d isolventes (Craig, 1988).

En general, operando de forma rigurosam ente definida el m étodo es más reproducible y 

permite la cuantificación. A dem ás permite una correcta separación de los com ponentes más 

volátiles ya que no se enmascaran por el frente del eluyente.

Termostato

O
é Columna refrigerada a 0°C

Columna refrigerada a-80° C

T ermómetro

Baño

Matraz

Conducto
Cristal

Figura 4. Montaje para extracción con gas inerte

4.3.1.6 Extracción con disolventes

Ha resultado ser el m étodo más usado para concentrar y purificar lo s com ponentes  

volátiles de los v inos, ya que permite una gran concentración del aroma después de la 

evaporación del d isolvente, cuyo punto de ebullición ha de ser lo más bajo posible. Por otra 

parte se puede operar sobre grandes volúm enes y tener así un extracto importante, permitiendo 

los trabajos analíticos de identificación. Para que el m étodo sea reproducible hay que trabajar 

en condiciones rigurosam ente controladas. También pueden haber problem as con  las posibles
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impurezas que pueda tener el disolvente, por lo que habrá que usarlo lo más puro posible y aún 

así tener en cuenta su posible efecto.

Con todo, la posibilidad de concentración permite poner en evidencia un gran número 

de sustancias presentes en forma de trazas. Existen varios procedimientos de extracción:

a) Extracción discontinua

Consiste en realizar lavados sucesivos de la muestra con disolvente orgánico inmiscible 

y de bajo punto de ebullición. La mayor parte de los compuestos volátiles quedan en la fase 

orgánica debido a su diferente solubilidad. Para llevarla a cabo se emplean embudos de 

decantación, se reúnen las sucesivas fracciones y se concentra la muestra por evaporación del 

disolvente. La extracción es incompleta, observándose un empobrecimiento del número de 

picos criptográficos con respecto a una extracción en continuo.

b) Extracción continua

La extracción se realiza en un aparato tipo Kutacher-Stendel (figura 9), modificado 

según la densidad de los disolventes. El funcionamiento es similar al anterior. Consiste en hacer 

burbujear continuamente a través del vino el compuesto o mezcla utilizados como disolvente, 

recogiéndose el extracto en un matraz conectado en paralelo. Por último es necesario evaporar 

el exceso de disolvente para concentrar el extracto. El tiempo de extracción varía dependiendo 

del disolvente o mezcla de disolventes empleados. El fundamento del método se estudia más 

detenidamente en el apartado (II. 6).

Recientemente se ha empleado un sofisticado montaje de extractor con disolventes 

basado en bajas temperaturas, un potente vacío y un aparto de concentración de dos etapas, 

capaz de hacer detectables compuestos que normalmente se describirían como trazas, del 

orden de ppb (Boison y Tomlinson, 1990).

4.3.2 Sistemas de detección

El cromatógrafo de gases posee un sistema continuo de detección por el que pasa el 

gas portador con los solutos separados procedentes de la columna. Su misión es poner de
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manifiesto el paso de los solutos originando una señal eléctrica que, debidamente amplificada!, 

es registrada o enviada a un microprocesador. El fundamento del detector es medir de formaa 

continua una propiedad física o química del gas que circula a su través. Dependiendo del tipa) 

de detector la propiedad registrada puede ser proporcional a la concentración absoluta deil 

soluto o a su velocidad de flujo. Realiza dos funciones primordiales:

a) Indicar el momento exacto en que pasa el soluto (o su máxima concentración)), 

definiendo los tiempos de retención para el análisis cualitativo.

b) Originar una señal proporcional a la cantidad de soluto que pasa a su través, paraa 

fines cuantitativos.

Un detector ideal debe poseer una serie de características que determinan s u j  

aplicabilidad como son originar una señal estable, poseer una sensibilidad lo más elevada 

posible y un ruido de fondo lo más bajo posible.

4.3.2.1 Detector de conductividad térmica (TCP)

Este detector también es conocido como catarómetro (Figura 5). Responde a la 

concentración del soluto sin destruir la muestra en la detección. Se basa en el hecho de que um 

cuerpo caliente pierde calor a una velocidad que depende de la composición del medio gaseoso 

que lo rodea. Por tanto, la velocidad de pérdida de calor puede usarse para medir la 

composición del gas y por tanto se caracterizará por ser un detector de tipo diferencial, eís 

decir, no mide una propiedad intrínseca del soluto que no posee el gas portador sinó las 

diferencias entre una propiedad común a ambos. Su mayor desventaja es su baja sensibilidad!, 

aunque existen métodos para mejorarla.

4.3.2.2 Detector de captura electrónica (ECD)

Este tipo de detector si que realiza medidas absolutas (mide una propiedad del soluto 

que no posee el gas portador), es muy selectivo, no destruye la muestra, y responde a la 

concentración. Es un detector de ionización que mide el descenso de la corriente producido 

entre dos electrodos entre los que sitúa una chapa de material radioactivo (63Ni, ^H) (Figura

6). Esta capa emite partículas que ionizan el gas originando un flujo de electrones lentos que
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producen una corriente pequeña (1 0 -8  A ) y constante que es debidam ente amplificada. Cuando  

a través del detector pasa un soluto  cuyas m oléculas pueden captar electrones, se produce un 

d escen so  de la corriente que se am plifica y registra convenientem ente, dando un pico positivo  

en el cromatograma.

Conectado al puente de Wheatstone

Entrada del flujo de columnaEntrada gas portador

Bloque 
de metal 
calentado

Salida gas portador Salida del flujo de columna

Cable calentado electncámente

Figura 5. Detector de conductividad térmica o catarómetro

El ECD es insensible a hidrocarburos, a lcoholes y cetonas. Es muy sensible para 

determinadas m oléculas com o carbonilos conjugados, nitrilos, com puestos arom áticos nitrados 

y com puestos organom etálicos, responde a m oléculas con  átom os o grupos electronegativos, 

que tienen facilidad para captar electrones y es especialm ente apto para captar com puestos  

orgánicos halogenados, por lo que es el mejor detector para el análisis de pesticidas, 

perm itiendo alcanzar determ inaciones del orden del picogram o. Su rango de linealidad es  

pequeño (se  satura fácilm ente), se destruye con el agua, por lo que las m uestras deben estar 

totalm ente secas.
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Flujo de columna

Electrodo
colector

Fuente de partículas

Figura 6. Detector de captura electrónica

4 cm

Hidrógeno Aire

Flujo de columna

Figura 7. Detector de ionización de llama

l i i
i

Al electrómetro
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4.3.2.3 Detector de ionización de llama (F.I.D.)

Al igual que el ECD realiza medidas absolutas pero es destructivo (destruye la muestra 

durante la detección) y de tipo universal, aunque en algunos casos puede hacerse selectivo, y 

responde a la velocidad de flujo del soluto. Está basado en la relación directa que existe entre 

la concentración de un gas y la concentración de partículas cargadas (iones positivos, negativos 

y electrones) existentes en el mismo. Se utiliza una llama de hidrógeno como fuente de 

ionización de las moléculas orgánicas que fluyen a su través.

En la figura 7 se muestra el detector, el cual dispone de un sistema de electrodos, 

situado el negativo en la base de la llama y el positivo, en forma de cilindro, alrededor de la 

misma, cargado con +300V. La corriente gaseosa que sale de la columna se mezcla con una 

corriente de hidrógeno que entra en el detector donde se produce la combustión. Para soportar 

la llama se introduce aire por la base del detector. Durante la combustión producida al llegar el 

compuesto orgánico a la llama, se forman partículas cargadas, lo que origina un flujo de 

corriente y disminuye la resistencia entre los electrodos. Esta corriente es débil ya que la 

resistencia de la llama es elevada (1012 ohmios) por lo que debe ser amplificada y 

posteriormente registrada. La magnitud de esta corriente es proporcional al número de 

especies cargadas que dependen de la. naturaleza y velocidad del soluto, y por tanto 

directamente relacionado con la concentración del mismo. El FID responde sólo a sustancias 

que pueden ionizarse en una llama de aire e hidrógeno y no lo hace para la mayoría de 

compuestos inorgánicos incluyendo el N2 , O2 , CO2  y agua. Así, aunque el FID es 1000 veces

más sensible que el TCD, no puede usarse para detectar todo tipo de compuestos (Braun, 

1987).

4.3.3 Cromatografía de gases-espectrometría de masas íCG-EM) como 

sistema de identificación.

Actualmente, el uso de la espectrometría de masas acoplada a la cromatografía de gases 

es el método más aceptado para la identificación de los solutos separados 

cromatográficamente.
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Un espectróm etro de m asas es un instrum ento algo com plejo y sofisticado que sirve  

para caracterizar m oléculas no cargadas fundam entalm ente cuyo esquem a se o frece en la figura  

8. La característica analítica principal de la espectrom etría de m asas es que la m ayor parte d e  

las m oléculas neutras tienen un espectro de m asas típico y diferente, lo que lo convierte en un  

arma poderosa para el análisis cualitativo y estructural.

En líneas generales, la muestra es vaporizada si es preciso o ionizada m ediante d iversos  

procedim ientos, tales com o im pacto electrónico, ionización química, ion ización  a presión  

atm osférica etc. Esta ionización es seguida de una serie de reacciones de fragm entación y  

d escom p osición  com petitiva espontánea que produce iones adicionales. L os ion es p ositivos y  

negativos son separados en el vacío  de acuerdo con su relación m asa/carga (m /z) en un cam po  

electrom agnético  o  eléctrico. Posteriorm ente estos iones son d etectados y som etidos a un  

tratam iento de datos para ofrecer un espectro de masas que, en realidad, es un histogram a d e  

abundancia relativa de los diferentes iones producidos, clasificados según su relación m /z. 

P otentes sistem as inform áticos, con  amplia memoria, com paran esto s  espectros con lo s  

introducidos previam ente (de 5000  a 3 0 0 0 0 ) y se ofrece la identificación del com puesto  con  

una determinada probabilidad.

Muestra -r-, ^c—n rilamento e
caliente

^Válvula de calibrado 

Trampa de electronesMuestra

2,500 V

Cañón de iones

Chorro de iones
A  la bomba 

de vacío

Electroimán

Colector

Figura 8. Esquema de un espectrómetro de masas
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1. MOSTOS UTILIZADOS Y TRATAMIENTOS PREVIOS

Los mostos utilizados provienen de uvas de las variedades Monastrell y Bobal El 

mosto de la variedad Monastrell pertenecía a la campaña 1993 y fue utilizado para la 

realización de la experiencia OA27. Su contenido inicial de azúcar era de 282 g/1 y la población 

levaduriforme 5* 105 ufc/ml. El mosto de la variedad Bobal, pertenecía a la campaña 1994 y se 

empleó en la realización de la experiencia OA16. Su contenido inicial de azúcar fue de 198 g/1 

y su población levaduriforme 1-105 ufc/ml. Los mostos fueron mantenidos en frío a -5°C hasta 

el comienzo de las experiencias sin realizar con ellos ningún tratamiento previo a parte de los 

debidos a las variables ensayadas. Las fermentaciones se llevaron a cabo en recipientes estériles 

de 2 l de capacidad y 1.5 1 de mosto y permitiendo el intercambio gaseoso con el ambiente.

2. CEPAS MICROBIANAS EMPLEADAS

- Saccharomyces cerevisiae cepa T73. Cepa seleccionada a partir de mosto de la 

variedad Monastrell (Querol et al., 1991). Actualmente comercializada por LALVIN 

Lallemand Inc. Montreal H1W 2N8, Canadá.

Kloeckera apiculata, cepa vínica cedida por la Colección Española de Cultivos Tipo 

con el número 1120.

Leuconostoc oenos cepa M42. Cepa vínica seleccionada por su capacidad de crecer en 

vino y realizar la fermentación maloláctica.

3. MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS

Agar Extracto de Malta al 2%

-Extracto de malta 20 g

-Glucosa 20 g

-Peptona micológica 1 g

-Agar 20 g

-Agua destilada 1000 mi
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Se ajusta el pH a 6.8 y se esteriliza a 121°C durante 20 minutos. 

Yeast Extract Pepíone Dextrose (YEPD)

-Extracto de levadura 10 g

-Peptona micológica 20 g

-Glucosa 20 g

-Agua destilada 1000 mi

Se ajusta el pH a 6.8 y se esteriliza a 115 °C durante 30 minutos.

MLO (Medio para Leuconostoc oenos) (Batterman y  Radler, 1991)

-Triptona 10 g

-Extracto de levadura 5 g

-Fructosa 5 g

-Glucosa 10 g

-Citrato diamónico 3.5 g

-Clorhidrato de cisteína 0.5 g

-Tween 80 l mi

-MgS04-7H20  0.2 g

-MnS04 H20  0.05 g

-Zumo de tomate 100 mi

Se ajusta el pH a 4.8 con HC1 ION y se esteriliza a 121°C durante 20 minutos 

Reactivos

Se empleó un preparado comercial de enzimas pectolíticos denominado Biopectinasa 

(Biocon Española S.A). vitaminas B1 y C (Fluka), fosfato diamónico (Panreac) y Metabisulfito 

potásico (Panreac).
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4. DISEÑO DE LAS EXPERIENCIAS

La experiencias realizadas consistieron en diseños factoriales equilibrados no 

completos. Estos diseños están basados en las matrices ortogonales propuestas por el Dr. G. 

Taguchi (Ross, P.J., 1988). La filosofía de estos diseños consiste en estudiar el efecto de 

determinadas variables sobre algunas de las características del sistema con el fin de obtener 

respuestas acerca de la variabilidad que ocasionan sobre esas características. El hecho de que 

sean equilibrados u ortogonales implica que el efecto principal de una variable no tiene 

influencia sobre el resto de variables, pudiéndose estudiar, con un número reducido de ensayos, 

los efectos principales de las variables o los efectos de sus interacciones dobles, dependiendo 

de la construcción del diseño. Los diseños aquí empleados no son completos puesto que no se 

ensayan el numero total de combinaciones posibles para las variables y sus niveles de 

actuación. Este es precisamente uno de los atractivos de la técnica estadística ya que se obtiene 

la información que se necesita con un número significativamente reducido de pruebas y los 

resultados se pueden analizar sin necesidad de aplicar técnicas avanzadas de estadística.

El proceso de construcción de los diseños factoriales tuvo los siguientes pasos:

1. Selección de los factores yZo las interacciones que iban a ser evaluadas.

Se realizó un estudio bibliográfico y una puesta en común con enólogos para escoger 

las variables mas apropiadas a ser estudiadas así como escoger el número de niveles de las 

mismas y sus valores.

2. Selección de la matriz ortogonal (OA) apropiada.

En función del número de variables y el número de niveles, se escogieron las matrices 

apropiadas con suficientes grados de libertad para poder evaluar todos los efectos de interés 

seleccionados previamente.

De este modo se construyeron dos diseños factoriales equilibrados que se explican a 

continuación.
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Tabla 1. Diseño factorial de las 27 microvinificaciones realizadas

Trial no. GLasa Vit. C DAP Inoculo T73 Tiamina K. apiculata  Agitación Sulfuroso Oxígeno Temperatura
1 0 0 0 0 0 0 Sin 0 0 15
2 0 0 0 0 0.6 5E+04 Sin 50 20 25
3 0 0 0 0 2 IE+06 Con 100 40 32
4 0 50 150 1E+06 0 5E+04 Sin 100 40 32
5 0 50 150 IE+06 0.6 IE+06 Con 0 0 15
6 0 50 150 IE+06 2 0 Sin 50 20 25
7 0 100 300 1E+07 0 IE+06 Con 50 20 25
8 0 100 300 1E+07 0.6 0 Sin 100 40 32
9 0 100 300 1E+07 2 5E+04 Sin 0 0 15
10 20 0 150 1 E+07 0 0 Con 0 20 32
11 20 0 150 1 E+07 0.6 5E+04 Sin 50 40 15
12 20 0 150 1E+07 2 IE+06 Sin 100 0 25
13 20 50 300 0 0 5E+04 Sin 100 0 25
14 20 50 300 0 0.6 IE+06 Sin 0 20 32
15 20 50 300 0 2 0 Con 50 40 15
16 20 100 0 IE+06 0 IE+06 Sin 50 40 15
17 20 100 0 IE+06 0.6 0 Con 100 0 25
18 20 100 0 IE+06 2 5E+04 Sin 0 20 32
19 50 0 300 IE+06 0 0 Sin 0 40 25
20 50 0 300 IE+06 0.6 5E+04 Con 50 0 32
21 50 0 300 IE+06 2 IE+06 Sin 100 20 15
22 50 50 0 1 E+07 0 5E+04 Con 100 20 15
23 50 50 0 1E+07 0.6 IE+06 Sin 0 40 25
24 50 50 0 1E+07 2 0 Sin 50 0 32
25 50 100 150 0 0 IE+06 Sin 50 0 32
26 50 100 150 0 0.6 0 Sin 100 20 15
27 50 100 150 0 2 5E+04 Con 0 40 25

Todas las sustancias en mg I.GLasa. /3-glucosidasa; IX A.P., fosfato diamónico; Inoculo T73 y K. apiculata en células mi; 
Temperatura en grados ( 1e/sius.
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4.1. Experiencia OA27

La matriz de la experiencia OA27 se muestra en la tabla 1. Dicha experiencia consistió 

en el estudio de 10 variables, 9 de ellas a tres niveles de actuación y 1 a dos niveles. Las 

variables y sus niveles de actuación se detallan en la tabla 2. Debido al número de variables tan 

sólo es posible estudiar, mediante esta experiencia, los efectos principales de las variables 

estudiadas y no sus interacciones dobles. El objetivo de esta experiencia era conjugar múltiples 

variables enológicas, además de las inoculaciones con levadura seleccionada y con levadura de 

bajo poder fermentativo. Así podríamos tener una idea de que variables tienen un mayor peso 

sobre los diferentes parámetros medidos durante el proceso de vinificación y a partir de los 

vinos obtenidos.

Tabla 2. Variables ensayadas y  sus niveles de actuación en la experiencia OA27

Variables 1
Niveles

2 3

1 Enzimas pectolíticos 0 20 50
2 Vit. C 0 50 100
3 D.A.P. 0 150 300
4 Inoculo T73 0 106 107
5 Tiamina (Vit. B l) 0 0.6 2
6 Inoculo K. ap. 0 5-10“ 106
7 Agitación Sin Con Con
8 s o 2 0 50 100
9 Oxígeno 2.25 20 40

10 Temperatura 15 °C 25 °C 32 °C
Vit. C = vitamina C; D.A.P = fosfato diamónico; Inoculo T73 e Inocido K. ap. = 
concentración del inoculo de la cepa seleccionada 773 y  de Kloeckera apiculata 
respectivamente, en células mi; Las concentraciones se expresan en mg/l.

4.2. Experiencia OA16

La matriz de la experiencia O Al 6 se muestra en la tabla 3. En esta experiencia se 

estudiaron 5 variables a dos niveles de actuación, como se detalla en la tabla 4. Dada la
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asignación de las variables a las columnas de la matriz ortogonal, en esta experiencia es posible 

analizar, además de los efectos principales de las variables, los efectos de sus interacciones 

dobles.

Puesto que las variables inoculación con L. oenos y pH, fueron introducidas al final de 

la fermentación alcohólica (día 9), las datos que se obtuvieron hasta entonces sólo dependerán 

de las otras tres variables, quedando por lo tanto como una experiencia de ocho 

microvinificaciones distintas por duplicado. Así, la matriz O Aló, quedará transformada en una 

matriz OA8 tal y como refleja la tabla 5. Por tanto, en función de que datos se estén 

analizando, se utilizará una u otra matriz.

Tabla 3. Diseño factorial de las 16 microvinificaciones realizadas en la experiencia 
OA16

1 2 4 8 15
T73 K. apic L. oenos s o 2 pH

1 0 0 0 0 3,2
2 0 0 0 50 3,5
3 0 0 109 0 3,5
4 0 0 109 50 3,2
5 0 106 0 0 3,5
6 0 106 0 50 3,2
7 0 106 109 0 3,2
8 0 106 109 50 3,5
9 106 0 0 0 3,5
10 106 0 0 50 3,2
11 106 0 109 0 3,2
12 106 0 109 50 3,5
13 106 106 0 0 3,2
14 10* 106 0 50 3,5
15 10* 106 109 0 3,5
16 106 106 109 50 3,2

T73, K. ap., y L. oenos = Concentración de los inóculos <
Saccharomyces cerevisiae, K. apiculata y  Leuconostoc oenos respectivamente 
en cels/ml. S 02 en mg l

El objetivo de esta experiencia fue profundizar en la influencia de las variables 

puramente microbiológicas, como son las inoculaciones con las mismas cepas de levadura que 

en la experiencia OA27 e incluir la inoculación de una bacteria láctica para la realización de la 

fermentación maloláctica, junto con dos factores que intervienen en su desarrollo, el nivel de 

sulfuroso y el pH del vino.
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Tabla 4. Variables ensayadas y  sus niveles de actuación en la experiencia 0A16

Niveles
Variables 1 2
T73 0 106
K. apic 0 106
L. oenos 0 109
Sulfuroso 0 50
pH 3,2 3,5

775, K. ap., y  L. oenos = Concentración de los inócidos con la cepa T73 de 
Saccharomyces cerevisiae, K. apiculata y  Leuconostoc oenos respectivamente 
en cels mi. SOj en mg l

Tabla 5. Diseño factorial 0A8 resultante de el 0A16 antes de la inclusión de las 
variables inoculación con L. oenos y modificación del pH.

1 2 8
T73 K. apic S 0 2

A 0 0 0
B 0 0 50
C 0 106 0
D 0 106 50
E 106 0 0
F 106 0 50
G 106 106 0
H 106 106 50

T73, y  K. ap. = Concentración de los inóculos con la cepa T73 de 
Saccharomyces cerevisiae y, K. apiculata respectivamente en cels mi. SO2 en 
mg l

5. INOCULACIONES Y RECUENTOS

Para realizar las inoculaciones de las levaduras, estas fueron inoculadas previamente en 

YEPD y crecidas en agitación a 28°C durante 24h. Para ajustar el volumen de inoculo se 

realizaron recuentos con la cámara de Thoma. El volumen de inoculo determinado se 

centrifugó a 10.000 rpm 10 min y el pellet fue resuspendido en et mosto a inocular.

Las inoculaciones Con la cepa M42 de Leuconostoc oenos se realizaron creciendo 

previamente las células en MLO y transfiriéndolas después a vino para su aclimatación antes de 

la inoculación en los vinos.

Los recuentos de levaduras viables se realizaron por siembra en superficie de diluciones 

decimales sucesivas en el medio Agar Extracto de Malta. Las placas se incubaron durante una 

semana a 28°C y todos los recuentos se hicieron por duplicado.
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6. EXTRACCIÓN DE LOS COMPUESTOS VOLÁTILES

La extracción se realizó por un procedim iento análogo al descrito por Rapp et al. 

(1 9 7 6 ) y por U sseg lio -T om asset y Di Stefano (1 9 8 0 ), y  puesto a punto por M ateo et al 

(1 9 9 0 ) utilizando un extractor líquido-líquido continuo (A fora ref. 515 6 ) representado en la 

figura 9 y form ado por:

Matraz de fondo plano 1000 mi (Ref. 41 )

Em budo interior terminal perforado (Ref. 51 5 6 /3 )

Refrigerante Dean-Stark (Ref. 1649)

! Cuerpo extractor 500 mi (R e f  51 5 6 /2 )

Figura 9. Extractor líquido-líquido continuo para disolventes más ligeros que el 

vino
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Como mezcla extractara se empleó diclorometano y pentano en la relación volumétrica 

2:3. A las muestras se les añadió NaCl (8%) para facilitar la extracción de las sustancias 

volátiles (Lamikaura, 1987). La mezcla extractara se hace destilar en el matraz (1) por 

calentamiento en baño de agua a 50°C (2), los vapores se condensan en el refrigerante (3) y el 

líquido cae por la varilla embudo interior (4), la cual posee un ensanchamiento inferior con 

perforaciones por las cuales burbujea el disolvente en el seno del vino. Estas burbujas de 

mezcla extractara ascienden por ser menos densas que el líquido y vuelven a caer al matraz 

completándose en ciclo de extracción. La extracción se prolonga durante 24 horas.

El extracto obtenido se deseca con Na2(S04) anhidro, se filtra y se concentra por 

evaporación con ayuda de una columna Vigreux hasta un volumen final de 1 mi, guardándose 

el tubo herméticamente cerrado a -20°C hasta el momento del análisis cromatográfico

7. ANÁLISIS CROMATOGRÁFICO Y ESPECTROMETRÍA DE MASAS

7.1 Cromatografía de Gases (GLC)

Se utilizó un cromatógrafo de gases Hewtett Packard 5890 Series II equipado con un 

detector de ionización de llama (FID). Como gas portador se utilizó Helio con una pureza del 

99,998%. Para el detector se usó Hidrógeno y aire sintético de la misma pureza. La señal 

cromoatográfica se registró e integró mediante el equipo HP Vectra QS/16S asistido por el 

programa HP 3365 Chemstation.

La columna utilizada fue una HP20M (Carbowax 20M) de 50 m de longitud, 0.2 mm 

de diámetro interno, 0.2 |im de espesor de fase. Las condiciones cromatográficas fueron las 

siguientes:

-Temperatura inicial 60°C

-Tiempo isoterma inicial 5 min

-Gradiente de temperatura 2.5 °C/min

-Temperatura final 190°C

-Tiempo isoterma final 22 min

-Discriminación de flujo 1:50

-Presión en cabeza de columna 20 psi
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-Flujo gas portador 

-Flujo de aire 

-Flujo de Hidrógeno

400 ml/min

0.5 ml/min

30 ml/min

-Temperatura inyector y detector 250 °C

-Flujo gas auxiliar (He) 30 ml/min

Se inyectaron manualmente volúmenes de 0.5 pl.

7.2 Cromatografía de Gases / Espectrometría de Masas (GC-MS)

El espectrómetro de masas utilizados fue el modelo Trio 1000 de Fisons Instruments, 

con un cromatógrafo de gases Fisons Instruments modelo... GC 8000 Series. Los datos fueron 

registrados y analizados mediante el programa Lab-Base™.

Las condiciones cromatográficas para los análisis de espectrometría de masas fueron las 

mismas del apartado anterior exceptuando la presión en cabeza de columna (8 psi) y el tiempo 

de isoterma final (28 min). El tiempo de retraso para el disolvente fue de 9 min. El rango de 

masas empleado estuvo entre 30 y 300, con un 0.7 s de tiempo de sean y 0.1 s de tiempo de 

iníerscan. La energía de los electrones fue de 70 eV.

7.3. Identificación de los compuestos volátiles

Para la identificación de los componentes de la fracción volátil se utilizaron dos 

métodos. El primero basado en la comparación con los tiempos de retención relativos con los 

de patrones conocidos, usándose para ello el 2-nonanol. Por otro lado, se comprobaron todas 

las identificaciones mediante espectrometría de masas (GC-MS) y comparación con los 

espectros de las librerías NBS o Willey o por comparación con los espectros obtenidos para los 

patrones puros.
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7.4. Cuantificación de los compuestos volátiles

La cuantificación de los componentes de la fracción volátil se realizó por el método del 

patrón interno. Para ello se construyeron disoluciones patrón para imitar las condiciones del 

vino con la siguiente composición:

-Glicerol 4 g

-Ácido tartárico 2-5 g

-Etanol 12 % v/v

-2-nonanol (patrón interno) 0.820 g

-Agua destilada 500 mi

A este medio base se le añadieron las concentraciones adecuadas de todos los patrones a 

cuantificar en los rangos esperados según la bibliografía. Mediante estas disoluciones patrón se 

calcularon los factores de respuesta según la expresión:

Fn = (Q / Ai) / (CPi/ Api)

Fr, = Factor de respuesta cromatográfico del componente i; C, = Concentración del 
componente i; Cp, = Concentración del patrón interno; A, = Area cromatográfica del 
componente i; Ap¡ = Area cromatográfica del patrón interno

A partir de los cromatogramas de las disoluciones patrón se realiza la representación de

Ai/Api frente a Ci/Cpi, obteniéndose rectas cuyas pendientes corresponden a los factores de

respuesta cromatográfícos de los distintos componentes. Conocidos estos factores de respuesta 

respecto al 2-nonanol, las concentraciones de cada componente en las muestras problema se 

calculan mediante la expresión:

Ci = (Fr¡ • Cpi • A¡) / Api

Al no disponer patrones puros o de todos los componentes que fueron identificados, no

todos fueron cuantificados. Para aquellos que no pudieron ser cuantificados, se le calculó su 

área normalizada (Ai / Api) y esta relación se expresó en tanto por ciento respecto a la muestra 

#1 de los diseños factoriales realizados a fin de darle un mayor sentido a los valores obtenidos.
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7.5. Cromatografía líquida (HPLC)

Para los compuestos identificados por cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) se 

utilizó un cromatógrafo Merck-Hitachi siguiendo el procedimiento descrito por Frayne 

(Frayne, 1986) con algunas modificaciones. Se utilizó la precolumna catión H+ (Merck) y dos 

columnas Aminex™ HPX-87H conectadas en serie. Las columnas se mantuvieron a 60 °C. La 

fase móvil fue H3PO4 0.05% en agua destilada y purificada por un sistema Milli-Q (Millipore). 

La velocidad de flujo empleada fue de 0.7 ml/min. Para la detección de las sustancias eluídas se 

emplearon los detectores de ultravioleta a 210 nm y de índice de refracción conectados en 

serie. El análisis de los cromatogramas se efectuó basándose en un patrón externo y la 

estimación de las concentraciones se efectuó a partir de la altura de los picos cromatográficos. 

La identificación se llevó a cabo por comparación de los tiempos de retención con los de los 

patrones.

8. ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Los efectos de las variables sobre los distintos datos analizados se evaluaron mediante 

análisis de la varianza para varias variables (ANOVA) y la significación estadística se evaluó 

mediante es test F de Snedecor. La significación estadística para la comparación viene dada 

por el valor de p , que nos indica la probabilidad de rechazar la hipótesis nula, o en otras 

palabras, la probabilidad de errar la afirmación de que los distintos niveles de la variable sean 

significativamente diferentes. Las influencias de las variables se consideraron significativas a 

partir de p < 0.05. Para comparar las medias de los distintos niveles se calcularon los intervalos 

LSD (Least Significance Difference), considerando dos medias significativamente distintas 

cuando dichos intervalos no solapan. Los análisis de la varianza fueron realizados mediante el 

programa Statgraphics v. 4.2. Los intervalos LSD fueron calculados y representados con el 

programa Microsoft Excel v. 5.0.

El análisis cromatográfico se realizó por triplicado, calculando los coeficientes de 

variación para las medias de los tres análisis. El coeficiente de variación se calculó mediante la 

expresión:

CV = (Desviación típica / Media)* 100
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1.- EVOLUCIÓN DE LAS POBLACIONES LEVADUREFORMES

1.1 Experiencia OA27

Tal y como se detalla en la tabla 1, la experiencia OA27 consistió en la realización de 

27 microvinificaciones en las que se evaluaba el efecto de 10 variables, estudiándose 9 de ellas 

a tres niveles de actuación y una a dos niveles (tabla 2).

En la figura 10 se muestra la evolución de las poblaciones levaduriformes en cada una 

de las 27 experiencias. Se puede observar una gran variabilidad de comportamientos en los 

crecimientos globales de levaduras en las vinificaciones. Para los análisis estadísticos, los 

número de viables se expresaron en millones de ufc/ml, realizándose el análisis a partir de los 

datos obtenidos en los días 1, 2, 3, 4, 6 ,, 9, 16 y 23 a partir de la inoculación inicial del mosto 

(día 0). La adición de enzimas pectolíticos, vitamina C, fosfato diamónico y tiamina tuvo una 

influencia prácticamente nula en la evolución de las poblaciones a lo largo de todo el proceso 

fermentativo, por lo que dichas variables no se analizan en los apartados siguientes.

1.1.1 Influencia de las inoculaciones con la cepa seleccionada T73 y  

Kloeckera apiculata

Tal y como era de esperar, en los primeros días de la fermentación (días 1, 2, 3, 4 y 6) 

se encontraron medias de viables significativamente más elevadas en las fermentaciones que 

habían sido inoculadas con T73. Los intervalos LSD para las medias en estos días se muestran 

en la figura 11. En las experiencias inoculadas con K. apiculata también se observó un efecto 

similar, es decir, se encontraron medias mas elevadas especialmente en las vinificaciones que 

fueron inoculadas con el nivel mas alto (106 cels/ml), aunque estas diferencias nunca fueron 

estadísticamente significativas. En la tabla 6 se muestran las medias de levaduras viables de las 

experiencias agrupadas según el nivel de inoculación con K. apiculata, durante la primera 

semana de fermentación.

En los días de fermentación 9 y 16, no se detectaron diferencias apreciables entre las 

fermentaciones inoculadas y no inoculadas con las levaduras. Sin embargo, al final de la 

fermentación (día 23), se observaron claras diferencias entre las experiencias inoculadas y las
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Figura 10 (Sigue)
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Figura 10. (Sigue)
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Figura 10. Evolución del número total de levaduras viables en la experiencia OA27. 

Tabla 6. Concentraciones medias de levaduras viables en millones de ufc/m l

Inoculo K. apiculata Día 1 Día 2 Día 3 Día 4 Día 6

0 cels/ml 31 73 57 50 41

5xI04 cels/ml 29 57 70 50 55

lxlO6 cels/ml 38 81 78 77 76
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Figura 11. Intervalos LSD para las medias de levaduras viables según el nivel de 
inoculación de la cepa T73 durante la primera semana de fermentación

no inoculadas con  ambas cepas. Las m edias de viables para los vinos no inoculados con  T73  

fueron significativam ente superiores a las de lo s que si fueron inoculados, dándose el mism o 

resultado para la inoculación con  K. apiculata. E stos efecto s  se pueden observar en la 

representación de lo s intervalos L SD  para estas m edias (figura 12).

L os resultados obtenidos a partir del análisis de la influencia de las inoculaciones sobre 

la población levaduriform e total, a lo largo del proceso , indican el éxito de las inoculaciones, al 

m enos para mantener números de viables más elevad os durante la primera sem ana de
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ferm entación. El hecho de que al final de la ferm entación, el número de viables fuera 

significativam ente superior en las experiencias no inoculadas, hace pensar que existen  

levaduras naturales del m osto  capaces de perm anecer en núm eros m ás e levad os en los instantes 

últim os del proceso ferm entativo, cuando el porcentaje de etanol es ya muy elevado.

3 T 
1 4

3 3

1 * 1
l . r

0  4 -

Día 23

IE+06 IE+07
Niveles de inoculación de la cepa T73 

cels/ml

! 4 ^
= 3 -4*"9
1 240

1 1 -
o -

Día 23

5E+04 IE+06
Niveles de inoculación de ¡L apiculata 

cels/ml

Figura 12. Intérnalos LSD para las medias de levaduras viables en día 23 según 
los niveles de inoculación de T73 y  K. apiculata

1.1.2 Influencia de la oxigenación

Se estudiaron d os variables relacionadas con la oxigenación  del m osto , la adición de 

ox ígen o  antes de realizar las inoculaciones y la agitación continua durante tod o el tiem po que 

duró la experiencia. En el caso de la adición de ox ígen o , los tres niveles de actuación fueron 0, 

20 y 40  ppm respectivam ente. Para la agitación, só lo  se com paró la presencia o ausencia de la 

misma..

La adición inicial de ox ígen o  no presentó apenas influencia sobre las poblaciones  

levaduriform es. Tan só lo  en el día 9 de ferm entación se encontraron núm eros de viables 

significativam ente más elevados en las ferm entaciones en las que no se adicionó oxígen o con  

respecto  a las que fueron adicionadas con  40  ppm. Por lo tanto, se debe concluir que la 

oxigenación  inicial del m osto  no es un factor que afecte de forma significativa a la evolución  de  

las poblaciones levaduriform es im plicadas en la ferm entación.

Sin em bargo, la influencia de la agitación, fue muy significativa, especialm ente en los  

dos prim eros días de ferm entación, en los que las m uestras que fueron ferm entadas con
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Figura 13. Intervalos LSD para las medias de levaduras viables en la primera 
semana de fermentación según los niveles agitación

agitación, tuvieron m edias de viables significativam ente más elevados (p <  0.01 y p <  0.001  

para los días 1 y  2 respectivam ente) que las que no fueron agitadas. L os intervalos L SD  para 

las m edias se representan en la figura 13, en la que también se puede observar com o en los días 

3, 4 y 6 también se produjo este  efecto , aunque sin alcanzar significación estadística
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1.1.3 Influencia de la adición de S 0 2

La adición de anhídrido sulfuroso tuvo influencia sobre las poblaciones levaduriform es 

al com ien zo  de la ferm entación, encontrándose m edias de viables significativam ente m ás bajas 

en las vinificaciones que fueron suplem entadas con  100 mg/1 de SCL E ste hecho se puso  

especialm ente de m anifiesto al tercer día de ferm entación, ya que la adición de 100 mg/1 de 

S 0 2 , supuso una media de viables significativam ente inferior a las de las experiencias que no 

fueron suplem entadas o las adicionadas con 50 mg/1. En la figura 14 se observan los intervalos 

LSD  para estas m edias en los tres primeros días. A  partir del cuarto día de ferm entación ya no  

se observaron diferencias significativas en las poblaciones por causa de la adición inicial de  

sulfuroso

Día 1
80 -  

1 60 -  

¡ 4 0 -  

! 20 -
o 4-

0 mg/1 50 mg/1 100 mg/1
Niveles de adición de SO:

Día 3
120 -  
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80 -  
60 -  
40 -  
20 t
0 -I—

0 mg/1 50 mg/1 100 mg/1
Niveles de adición de SO:

Día 2
120 T 

ü 100 *
1 80 -
Z 60 |
|  40 J-
¡ 20 -

0 mg/1 50 mg/1 100 mg/1
Niwles de adición de SO:

Figura 14. Intervalos LSD para las medias de levaduras viables en los tres 
primeros días de fermentación según los niveles de adición de anhídrido 
sulfuroso
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1.1.4. Influencia de la temperatura de fermentación

La temperatura es, sin duda, el factor que se esperaba que fuera mas influyente en la 

variabilidad poblacional. Esto fue corroborado por el análisis de las experiencias, aunque los 

efectos sobre las poblaciones levaduriformes debidos a las diferentes temperaturas de 

fermentación ensayadas, no fueron los mismos durante el transcurso de toda la fermentación. 

Así, en día 1, la media de viables de las experiencias fermentadas a 15 °C, fue 

significativamente inferior a las realizadas a 25 °C; en día 2 y 3 los viables de las 

fermentaciones realizadas a 25 °C fueron significativamente superiores (p < 0.01) a los de las 

experiencias que fermentaron a 15 y 32 °C; en día 4 la población total de las experiencias 

fermentadas a 32 °C fiie significativamente inferior (p < 0.001) que las fermentadas a 15 y 25 

°C; en día 6, las fermentaciones realizadas a cada una de las tres temperaturas presentaron 

medias de viables significativamente inferiores (p < 0.0001) según se incrementó la 

temperatura; finalmente en los días 9, 16 y 23 se encontró el mismo efecto, los viables de las 

microvinificaciones elaboradas a 15 °C, significativamente superiores a las realizadas a 25 y 32 

°C, (p < 0.0001 para estos tres días). En la figura 15 se pueden observar los intervalos LSD 

para las medias de viables de las experiencias agrupadas en función de la temperatura de 

fermentación. Esta influencia de la temperatura, se vio especialmente agravada debido a la 

rápida pérdida de viabilidad en las experiencias a 32 °C y por el más lento crecimiento de las 

levaduras en las experiencias a 15 °C.

1.1.5. Discusión

La variable que más influyó en la evolución de las poblaciones levaduriformes en las 

fermentaciones fue la temperatura. Esto, evidentemente, no es un resultado inesperado dada la 

estrecha dependencia de los microorganismos a sus valores óptimos de temperatura de 

crecimiento. Sin embargo, cabe destacar la falta de viabilidad encontrada en las fermentaciones 

elaboradas a 32 °C cuando el nivel de etanol de los mostos empezaba a ser elevado. Este hecho 

provocó, que ocho de las nueve experiencias que fermentaron a esta temperatura sufrieran una 

parada fermentativa con una considerable cantidad de azúcares residuales, quedando de 

manifiesto la peligrosidad que conlleva el aumento de la temperatura de fermentación y la 

estrecha relación con los problemas de parada fermentativa (Heard and Fleet, 1993).
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Figura 15. Inténsalos LSD para las medias de viables según la temperatura de 
fermentación
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La influencia de la agitación , que se dejó notar fundamentalmente en los tres primeros 

días de fermentación, era igualmente esperada, aunque no fue tan importante como la 

temperatura. La adición de oxígeno al principio del proceso no produjo diferencias 

significativas en el crecimiento de las levaduras, por lo que sus efectos no son equiparables a 

los de la agitación ni tan sólo al comienzo del proceso fermentativo. El incremento de la 

aireación del mosto por agitación, sin duda debe aumentar la fase aerobia inicial de las 

levaduras y, por tanto, provocar un significativo aumento de la biomasa.

Las inoculaciones mostraron que son capaces de aumentar significativamente las 

poblaciones presentes en los mostos durante la primera semana de fermentación, lo cual es un 

argumento a favor de la inoculación de cepas seleccionadas al menos con el fin de aumentar 

artificialmente el número de levaduras fermentativas. El hecho de que al final del proceso 

fermentativo, las microvinificaciones que fueron inoculadas con alguna de estas cepas, 

presentaran medias de viables inferiores a las no inoculadas, hace pensar en un posible efecto 

del desplazamiento de alguna de las cepas autóctonas mejor adaptadas a las fases finales de la 

fermentación alcohólica.

El nivel mas alto de adición de sulfuroso, 100 mg/1 supuso una causa de reducción del 

número de viables en los primeros días de la fermentación, aunque no lo fue así la adición de 

50 mg/1. Esto nos indica el rango aproximado a partir del cual empieza a afectar la adición de 

sulfuroso a las poblaciones levaduriformes encargadas de conducir el proceso de elaboración 

del vino.

1.2 Experiencia OA16.

En la tabla 3 se detalla la composición factorial de las 16 microvinificaciones que 

constituyeron el diseño factorial O Al 6. En esta experiencia se trataba de evaluar los efecto de 

variables puramente microbiológicas, como la inoculación de levaduras de alto y bajo poder 

fermentativo (como en el apartado anterior), la inoculación de una cepa de Leuconostoc oenos 

al final de la fermentación alcohólica para la realización de la fermentación maloláctica, así 

como dos factores estrechamente relacionados con el control microbiológico del proceso, la 

adición de sulfuroso y la corrección del pH antes del inoculo de la bacteria láctica. Puesto que 

estas dos últimas variables se introdujeron al final de la fermentación alcohólica (día 9), hasta 

ese momento las 16 microvinificaciones diferentes se quedan en realidad en 8 experiencias por
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duplicado (tabla 5) y  es así com o se ha considerado al realizar los análisis estad ísticos para los 

recuentos del día 1 y  com o 8 experiencias sin duplicar para los días 2, 3, 4 y  8.

8

7

6

D

- X  —É

4 -
4

Días

9 -

8

MO

5

4

Días

Figura 16. Evolución de las poblaciones levaduriformes

La figura 16 muestra la evolución  de las poblaciones en las och o  experiencias distintas 

realizadas. Para facilitar su observación se han dividido en d os gráficas en cada una de las
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cuales se representan dos de las cuatro experiencias inoculadas con la cepa T73 (E, F, G y H), 

frente a dos de las cuatro sin inocular (A, B, C, D).

1.2.1. Influencia de las inoculaciones con cepas de levaduras

La inoculación con la cepa seleccionada T73, presentó una notable influencia en la 

evolución de las poblaciones levaduriformes durante todo el proceso, aunque de una manera 

más marcada en los primeros días de fermentación. Así, el análisis estadístico de las 

poblaciones en día 1, mostró la clara influencia de la inoculación con la cepa T73, siendo la 

media de las experiencias inoculadas significativamente mas elevada que la de las experiencias 

sin inocular (p < 0.0001). Los intervalos LSD para estas medias se muestran en la figura 17. El 

mismo tipo de influencia significativa fue encontrada a partir del análisis de los días 2 (p < 

0.05), 3 (p < 0.01), 4 (p < 0.05). En día 8 ya no se encontró significación estadística, aunque 

las medias de viables de las fermentaciones inoculadas con la cepa T73 fueron igualmente 

superiores a las de las fermentaciones no inoculadas, con lo que seguía notándose al final de la 

fermentación alcohólica, cierto efecto de la inoculación inicial.

La inoculación con la cepa de bajo poder fermentativo (K. apiculata), no tuvo tanta 

influencia en los valores globales de levaduras viables a lo largo del proceso. Tan sólo en día 4, 

se observó una influencia significativa de la inoculación con esta cepa, ya que la media de 

viables para las experiencias inoculadas fue significativamente inferior (p < 0.05) que la de las 

experiencias no inoculadas, tal y como se muestra en los intervalos LSD para estas medias en 

la figura 17.

La estructura del diseño factorial O Al 6 nos permite estudiar además de los efectos 

principales del las variables, los efectos de sus interacciones dobles. Así el efecto de la 

interacción entre las dos cepas inoculadas, resultó ser significativo en los días 1, 3 y 4 (siempre 

con p < 0.05). Este hecho fue debido a que entre las fermentaciones no inoculadas con T73, las 

que sí lo fueron con K. apiculata, presentaron medias significativamente superiores (ver figura 

19). Este hecho se puede explicar por una más rápida implantación en el mosto de las cepas de 

alto poder fermentativo y, por tanto, no permitiendo el cómodo desarrollo de la cepa de K. 

apiculata.
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Figura 17. Inténsalos LSD para las medias de viables según la inoculación con la 
cepa T73

D e la misma forma, por este m otivo se podría explicar la poca influencia global de la 

inoculación con  K. Apiculata, sobre la evolución  de las poblaciones levaduriform es.

1.2.2. Influencia del SO 2

La adición de 50 mg/1 de anhídrido sulfuroso, apenas tuvo efectos relevantes sobre la 

evolución  de las poblaciones. La cantidad ensayada no es principio dem asiado elevada para 

inhibir el crecim iento de las levaduras utilizadas, tal y com o ya se concluyó para la experiencia
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O A 27. Si que se halló significativa la influencia de la interacción entre la adición de S 0 2 y la 

inocu lación  con la cepa T73 en día 4 (p <  0 .0 5 ), debido a una media de viables superior para 

las experiencias realizadas con inoculación de la cepa y sin sulfuroso, com o se puede ver en la 

figura 20

Día 4

100  -

■= 80 

3
w 60 - 

I  40 

20  -

0 IE+06
N ive l de in o c u la c ió n  con K. apiculata 

ce ls /m l

Figura 18. Intérnalos LSD para las medias de las levaduras viables según el nivel 
de inoculación con K. apiculata

1.2 .3. Discusión

La inoculación con la cepa seleccionada de alto poder ferm entativo, T 73, fue sin duda 

el hecho que condicionó de forma más notable, la evolución  de las poblaciones en el curso de 

la ferm entación. Las experiencias que fueron inoculadas m antuvieron núm eros de viables más 

elevados durante tod o  el p roceso, lo cual corrobora el éxito  de la inoculación. La inoculación  

con la levadura de bajo poder ferm entativo, K. apiculata, no tuvo sin em bargo un efecto  

excesivam ente perceptible, aunque se notó con  más intensidad en las experiencias en las que no 

fue inoculada la cepa T 73, lo que pone de m anifiesto las dificultades para desarrollarse en un 

m edio donde ya se produce un rápido crecim iento de. levaduras de alto poder ferm entativo

La adición de 50 mg/1 de S 0 2 no fue muy importante de cara a la reducción del número 

de levaduras vibales en el m osto , aunque com o se desprende del estudio de la interacción entre 

la inoculación con la cepa T73 y el sulfitado, el numero total de viables fue más elevado en las
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m uestras que siendo inocuadas, no fueron sulfitadas, concluyendo que el sulfitado reduce 

cierta medida el éxito  de la inoculación con  cepa seleccionada.

Dial Diai Día 4

1 80 x 140 x

20

1

0
sin con

160 i  
140 +

= 100

40
20 l  
0 i -

s 80 4-

1 « ;  
3
9 40

20

T '3 T '3

sin
T ' 3

con
T73

sin
T '3

con
T '3

■ sin K. ap *--con K ap ■ sin K ap ■ con K ap ■ sin K ap — con K ap

Figura 19. Representación de las interacciones entre los niveles de inoculación 
con T73 y  K. apiculata

Día 4

120  -

100

80
3

20

0 4— 
sin 

T73
con
T73

■ sin S02 con S02

Figura 20. Representación de las interacciones entre los niveles de inoculación 
con T73 y  adición de SO2

Página 64



RESULTADOS Y DISCUSIÓN

2.- DINÁMICAS DE CONSUMO DE AZÚCARES

2.1. Experiencia OA27.

Para realizar el estudio de la influencia de las 10 variables de la experiencia OA27 en la 

evolución del proceso fermentativo, se han calculado los siguientes cinco parámetros 

relacionados con el consumo de los azúcares del mosto: el azúcar residual, el azúcar en día 15 

(día en el que acabaron las experiencias más rápidas) y las velocidades medias de consumo del 

10, 50 y 90% de los azúcares del mosto. El azúcar residual no es en sí un parámetro cinético, 

ya que no depende del tiempo que invirtió cada vinificación en alcanzar su valor final. El 

contenido en azúcares en día 15 nos da información acerca de la velocidad de consumo del 

azúcar en el instante en el que las primeras experiencias habían finalizado su fermentación 

alcohólica y, por tanto, éste sí es un parámetro que nos dará una idea de rapidez de 

fermentación en las distintas microvinificaciones. Por último, las velocidades medias de 

consumo del 10, 50 y 90% de los azúcares son medidas de las velocidades fermentativas en las 

etapas inicial, intermedia y final del proceso.

Del estudio de todos estos parámetros obtendremos una buena información acerca de la 

influencia de las variables enológicas en la evolución de la fermentación alcohólica en sí misma, 

y de que manera aumenta o disminuye dicha velocidad por acción de las distintas variables 

ensayadas. En la tabla 11 se muestran los valores para las 27 experiencias así como sus medias. 

De la simple observación de la tabla queda de manifiesto la gran influencia de la temperatura de 

fermentación de 32 °C, ya que 8 de las 9 experiencias que fueron realizadas a esta temperatura 

acabaron con cantidades de azúcares residuales superiores a 12 g/1 y por tanto, con problemas 

de paradas fermentativas. El efecto de la temperatura, así como el de las nueve variables 

restantes se muestra en los siguientes apartados.

En la figura 21 se pueden ver las dinámicas de consumo de azúcares de las 27 

experiencias, observándose la gran variabilidad de comportamientos cinéticos que se 

produjeron entre las vinificaciones.

Página 65



RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Tabla 11. Valores de diferentes parámetros relacionados con el consumo de 
azúcar en las microvinificaciones de la experiencia OA27

AZRES AZ15 VIO V50 V90
#1 6.6 90.9 4.1 12.2 11.3
#2 2.1 2.7 11.5 32.1 59.5
#3 12.5 12.0 14.8 48.6 38.5
#4 50.0 52.4 80.6 65.6 5.6
#5 2.8 10.4 7.1 17.9 19.7
#6 4.6 3.6 22.0 54.7 43.8
#7 2.1 2.8 25.2 54.4 47.5
#8 46.9 55.0 94.0 70.5 5.6
#9 2.2 5.6 14.1 26.5 23.3
#10 11.4 12.0 88.1 83.9 39.7
#11 2.7 11.4 14.1 25.7 22.1
#12 2.8 4.1 18.1 39.9 37.9
#13 2.6 3.3 12.0 34.7 32.2
#14 31.3 32.2 20.1 54.2 6.4
#15 3.3 133.3 4.7 10.5 11.8
#16 2.6 25.0 8.1 19.7 18.5
#17 2.2 3.3 19.2 43.0 44.6
#18 3.0 3.2 50.4 67.8 37.9
#19 4.8 6.3 21.7 53.0 38.2
#20 20.8 20.0 64.1 75.8 50.8
#21 2.4 11.4 6.6 22.6 20.5
#22 3.1 17.2 4.9 16.5 18.8
#23 2.6 5.0 25.6 56.9 40.6
#24 35.0 52.0 88.1 74.2 5.6
#25 21.2 23.6 18.6 51.1 27.6
#26 3.8 89.3 6.0 12.1 13.4
#27 2.1 5.6 13.8 30.3 28.9
Medias 9.5 25.7 28.1 42.7 26.7

AZRES = azúcares residuales (g l); AZI5 = contenido de azúcares en día 15 (gl); 
VIO, 50y  90% = velocidades medias de consumo del 10, 50y  90% respectivamente
( g t l d i d 1}
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Figura 21. Dinámicas de consumo de azúcar de las 27 microvinificaciones de ¡a 
experiencia OA27

2.1.1. Influencia de las inoculaciones levaduras

Las inoculaciones con  las cepas de levaduras tuvieron efectos significativos sobre la 

evolución  del consum o de azúcares, aunque no se encontraron con respecto al azúcar residual 

Asi, las medias de azúcar residual para las experiencias según los niveles de inoculación con  

T73 fueron de 9 .5 , 10.4 y 8.5 g/l para las muestras no inoculadas e inoculadas con 106 y 107 

cels/m l respectivam ente y de 9 .6 , 9 .8  y 8 .9  g/l para las m uestras no inoculadas e inoculadas con  

5* 10 y 106 cels/m l de K. cipiculata respectivam ente.

Sin em bargo, en la variabilidad encontrada en el contenido de azúcares en las muestras 

en dia 15 sí que tuvieron un peso im portante las inoculaciones con las levaduras. Para la 

inoculación con  ambas cepas se encontraron cantidades de azúcares significativam ente más 

bajas en las experiencias inoculadas que en las no inoculadas (con  p <  0 .05  y p <  0.01 para las 

inoculaciones T73 y K. apiculcitci respectivam ente), sin encontrarse diferencias entre las dos  

concentraciones de inoculo ensayadas. E ste efecto  se puede observar en la figura 22.

También se observaron influencias im portantes de las inoculaciones en las velocidades  

m edias de consum o del 10% (2 8 .2  g /l) y  del 50% (141 g /l) del azúcar del m osto , aunque no 

para la velocidad media de consum o del 90%  (253 .8  g /l) del azúcar. La inoculación con T73 

produjo un aum ento significativo de la velocidad de consum o del 10% del azúcar (p <  0 .0 0 1 ), 

mientras que la inoculación con K. apiculata produjo el e fecto  contrario, puesto que las
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m uestras inoculadas con  106 cels/m l fermentaron el 10% de los azúcares a una velocidad  

significativam ente inferior (p <  0 .01). E stos efectos se muestran en la figura 23.

AZ15 AZI 5
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Niveles de inoculación de la cepa T73 
cels/ml

Niveles de inoculación de £ ap¡culata 
ce Is/ml

Figura 22. Intervalos LSD para las medias de azúcares reductores en día 15 según 
los niveles de inoculación con la cepa T73 y  K. apiculata.

VIO

50 -  
I  40 -
si
* 30 -
i  20 -

I «o
'  0 —

~ 5(1 
I 40
si
1 30 
f
s 20

I ,0O
5 o

VIO

IE+06 1E+07 5E+04 1E+06
Niveles de inoculación de la cepa 173 

cels/ml
Niveles de inoculación de £ apiculata 

cels/ml

Figura 23. Intérnalos LSD de las medias de las velocidades de consumo del 10% 
de los azúcares según los niveles de inoculación con T73 y  K. apiculata

La inoculación con  las cepas levaduriform es también influyó de manera muy similar en  

la velocidad  m edia de con su m o del 50%  del azúcar del m osto. D e nuevo la inoculación co n  

T73 tanto con 106 com o con  107 cels/m l produjo velocidades significativam ente m ás elevadas  

(p < 0 .0 0 0 1 ) y la inoculación  con 106 cels/m l de K. apiculata una velocidad inferior que la no  

inoculación  con esta levadura (p <  0 .0 5 ), aunque con un efecto  algo m enos m arcado que para  

la velocidad de consum o del 10% del azúcar. En la figura 24  se pueden observar claram ente  

esto s  efectos.
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Figura 24. Intérnalos LSD para las medias de las velocidades de consumo del 50% 
de los azúcares según los niveles de inoculación con T73 y  K. apiculata

Finalmente, aunque las velocidades m edias del consum o del 90%  de lo s azúcares 

fueron más altas en las experiencias inoculadas con las d os cepas utilizadas, las diferencias no 

fueron significativas. Así, esta velocidad media fue de 2 2 .2  g-l'^día’1 para las experiencias no  

inoculadas con T 73, frente a los 31.1 y 26 .8  g-f'-día"1 de las inoculadas con 106 y 107 cels/m l 

respectivam ente Del m ism o m odo, la velocidad media para las experiencias no inoculadas con  

K. apiculata fue de 23 .8  g V -d ia '1, frente a los 27 .7  y 28  6 g -r l -día‘1 de las inoculadas con  

5-10 4 y 106 cels/m l respectivam ente

2.1.2 Influencia de la adición de vitaminas y  fosfato diamónico

Las adiciones de las vitam inas B1 (tiamina) y C y de fosfato  diam ónico (D.AP) no 

influyeron significativam ente en el contenido en azúcar en día 15 ni en las velocidades medias 

de consum o del 10, 50 y 90%  de los azúcares del m osto. Sin em bargo, la adición de D A P  

propició un conten ido en azúcar residual significativam ente m ás elevado. En la figura 25 se  

representan los intervalos L SD  para las m edias de azúcares residuales agrupadas según la 

adición de D A P, donde se puede com probar que los intervalos para el nivel de no adición y el 

de 300  mg/1 no solapan. La adición de tiamina contribuyó en la dirección opuesta, 

encontrándose una media significativam ente más baja en las m icrovinificaciones que fueron  

adicionadas con  2 mg/1 (p <  0 .05). E stos efectos se muestran en la figura 25.
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Figura 25. Intérnalos LSD para las medias de azúcares residuales según los 
niveles de adición de DAP y  tiamina

2 .1 .3 . Influencia de la oxigenación

La oxigenación  del m osto , bien por la adición de ox ígen o  directam ente o por la 

agitación continua, no tuvo una gran repercusión sobre los parámetros estudiados relecionados 

con la dinámica de consum o de azúcares. Tan só lo  en la velocidad de consum o del 90%  dell 

azúcar se observa un influencia significativa de la agitación. A sí, en lo s m ostos agitados, esta  

velocidad fúe significativam ente superior (p <  0 .0 5 ) com o se observa en la figura 26
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I  T? 35 t
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m 30  +  i

? » !  I
|  20 J-
> 15   1 !

Sin Con

N ive les  de a g ita c ió n

Figura 26, Inténsalos LSD para las velocidades medias de consumo del 90% del 
azúcar según los niveles de agitación
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2 .1 .4 . Influecia de la adición de SO:

La adición de S 02 tam poco afectó de manera notable a la dinámica de consum o del 

azúcar del m osto. El único parámetro cinético de entre los estudiados en el que se detectó  una 

influencia significativa de la adición de este com puesto  fue la velocidad de consum o del 50%  

de los azucares. Así, en las m uestras adicionadas con  100 mg/1 de sulfuroso, se dieron  

velocidades m edias de consum o más bajas que para la la adición de 0 ó 50 mg/1 (p <  0 .05). 

Esta influencia se puede com probar en la figura 27. También cabe señalar que el azúcar 

residual en las m uestras adicionadas con 100 mg/1 fue de 14.2 g/l de media, frente a los 7 .2  y

7.1 g/l de las fueron adicionadas con  0 ó  50 mg/1 respectivam ente (figura 27). Aunque estas 

m edias no fueron significativam ente diferentes (p = 0 .1 0 0 ), este  hecho redunda en la influencia 

encontrada para la adición de 100 mg/1 de sulfuroso sobre la velocidad  de consum o del 50% de 

los azúcares del m osto.

V5Ü

50 -

u3m
3  40 -

0 mg/1 50 mg/1 100 mg/1
Niveles de adición de sulfuroso

AZRES

 ̂ 20 -  
5X

f  15 T
1 10 ~ i
£ 5 t3
33 n 4 -

0mg/l 50 mg/1 100 mg/1
Niveles de adición de sulfuroso

Figura 27. Intervalos LSD de las medias de la velocidad de consumo del 50 % del 
azúcar y  del azúcar residual según el nivel de adición de SO2

2 .1 .5 . Influencia de la temperatura

La temperatura fue la variable que provocó la m ayor parte de la variabilidad en los  

parámetros estudiados relacionados con  el consum o del azúcar en las m icrovinificaciones. La 

variación entre sus tres n iveles de actuación (15 , 25 y 32  °C) p rovocó  diferencias significativas 

en los cinco parámetros. En el azúcar residual no hubo diferencias entre las ferm entaciones

Página 73



RESULTADOS Y DISCUSIÓN

realizadas a 15 y 25 °C, que tuvieron unas medias de 3.3 y 2.9 g/l respectivamente, pero sí dé 

estas con las vinificaciones realizadas a 32 ° C, (figura 28) cuya media fue de 22.2 g/l, (p < 

0.001). Cabe señalar que aquí es dónde adquieren importancia las paradas fermentativas 

debidas a los 32 °C de temperatura, y es este hecho el único responsable de los valores 

elevados de azúcar residual. Los valores medios de azúcar residual en las muestras fermentadas 

a 15 y 32 °C son valores más normales para un vino acabado.

En los azúcares en día 15 de fermentación ya se dejó notar el efecto anteriormente 

comentado de las paradas fermentativas, pero también se detectó un efecto debido a por las 

muestras fermentadas a 15 °C, siendo la media de azúcar de las experiencias fermentadas a 25 

°C significativamente inferior a la de las experiencias fermentadas a las otras dos temperaturas 

(p < 0.01), tal y como se puede observar en la figura 28.

En la velocidad de consumo del 10 y 50% de los azúcares del mosto, aún no se habían 

puesto de manifiesto las paradas fermentativas y se detectaron velocidades medias 

significativamente mayores según el incremento de la temperatura (p < 0.0001). Así la 

velocidad inicial de fermentación, al menos hata el agotamiento de la mitad del azúcar, estuvo 

estrechamente relacionada con la tempertaura de fermentación y en progresión creciente 

respecto a ella. En la velocidad de consumo del 90 % de los azúcares, se puso de nuevo de 

manifiesto el efecto de las paradas fermentativas en las experiencias a 32 °C, observándose un 

efecto igual al encontrado en el estudio de los azúcares en día 15 de fermentación, donde la 

velocidad en las experiencias fermentadas a 25 °C fue significativamente superior al resto (p < 

0.001). Estas medias con los intervalos LSD se representan en la figura 28.

2.1.6. Discusión

La mayor parte de la variabilidad encontrada en los parámetros relacionados con las 

dinámicas de fermentación fue debida al comportamiento de las muestras fermentadas a 32 °C, 

debido a los valores elevados de azúcar residual que se encontraron en la mayor parte de ellas. 

La velocidad de fermentación fue, como era de esperar, signifícativemente más en las muestras 

fermentadas a 15 °C, aunque esta tempertaura no influyó significativamente sobre el nivel de 

azúcar residual.

Sobre el azúcar residual se encontraron influencias de la adición de DAP, tiamina, y 

S02. La adición de 2 g/l de tiamina rebajó significativamente el nivel de azúcar residual, por lo
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que se puede pensar que influyó positivam ente en la degradación del azúcar por parte de las 

levaduras. Sin em bargo, el nivel mas elevado de adición de SO 2 fue perjudicial en este sentido, 

al provocar m ayores niveles de azúcar residual, dándonos una idea, de nuevo, de que 

concentraciones de S 0 2 em piezan a ser perjudiciales sobre al evolución  del proceso  

ferm entativo.

AZRES AZI 5

25 -

I  20 -
1 15 f
|  10
*5

2 5 t
3 0 +-

[ 5 °C 25 °C 32 °C

Niveles de tem peratu ra

60 y
m 50 |
1 40 -
|  3 0 -

I 20 I
! 10 - 
3 0 —

15 °C 25 °C 32 °C
Niveles de tem peratu ra
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"2

70 -  
60 ^

at 50 -
2 40 -
| 30 -

20 -ií 10
0 —

15 °C 25 X  32 °C
Niveles de tem peratu ra
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2 60 -
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2 40 -
Z 30 -

20 -
1
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15 °C 25 °C 32 °C
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I  40 r  

J  30 -

J 20 — 

I 10 -J5
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V50

15 °C 25 °C 32 °C
Niveles de tem peratu ra

Figura 28. Intervalos LSD de las medias de azúcar residual (AZRES), azúcar en 
día 15 (AZI5), y  velocidades de consumo del 10 (VIO), 50 (V50) y  90% (V90) de 
los azúcares del mosto
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La adición de fosfato diamónico también resultó un factor negativo a la hora de rebajar 

al máximo el azúcar residual de los vinos producidos. Resulta difícil encontrar una justificación 

a este hecho teniendo en cuenta que su adición se realiza con el objeto de suplementar los 

mostos con nitrógeno fácilmente asimilable, de forma que las levaduras encuentren menores 

problemas de crecimiento. Sin embargo, estos resultados nos indican hasta que punto las 

adiciones de suplementos nutricionales pueden modificar la evolución de las poblaciones 

microbianas constituyentes del ecosistema vínico, hasta influir, incluso, en la cantidad final de 

azúcar residual de los vinos.

La inoculación con la cepa T73 aumentó significativamente la velocidad de 

fermentación al menos hasta el consumo del 50% del azúcar, hallándose un efecto contrario 

para la inoculación con K. apiculata. Sin embargo en día 15 las inoculaciones con ambas cepas 

colaboraron significativamente a reducir el azúcar, por lo que acabe asignarles a ambas un 

efecto de aumento global de la velocidad de la fermentación, aunque la inoculación con la cepa 

T73, puede propiciar un comienzo de la fermentación más rápido, hecho que puede ser 

deseable en bodega.

La agitación no ha supuesto una causa de aumento en la velocidad de consumo del 

azúcar en los primeros días de fermentación. Este hecho pone de manifiesto la ausencia de 

correlación existente entre el aumento de biomasa descrito anteriormente y la velocidad inicial 

de fermentación, por lo que se confirma que el aumento de biomasa se realiza aprovechando el 

metabolismo respiratorio de las levaduras, favorecido por la agitación del mosto.

2.2 Experiencia OA16

Los parámetros relacionados con la dinámica de consumo de azúcares que se 

estudiaron en esta experiencia fueron: el azúcar residual total, la glucosa y fructosa residuales, 

así como las velocidades medias de consumo del 10, 50 y 95% del azúcar del mosto. Es 

importante recordar que puesto que la fermenación alcohólica se dió por terminada a día 9, y 

en ese mismo día se introdujeron las variables de inoculación con la bacteria láctica y 

modificación del pH, el análisis se realizó referido al esquema de la tabla 5 en la que en realidad 

existen 8 experiencias por duplicado, con lo que se aumentan considerablemente los grados de
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¡libertad residuales. Los valores de estos parámetros utilizados en el análisis de la varianza se 

muestran en la tabla 12.

Tttbla 12. Valores de diferentes parámetros relacionados con el consumo de azúcar 
en las ocho microvinificaciones distintas
Muestra AZD4 AZRES GLRES FRRES VIO V50 V95

A 57.28 1.24 0.00 1.24 0.86 2.55 7.25

B 64.58 1.43 0.00 1.43 1.05 3.05 7.55

C 63.08 2.35 0.02 2.32 0.91 3.10 7.75

D 59.20 1.55 0.00 1.55 1.10 3.00 7.30

E 46.24 3.07 3.04 0.03 0.46 2.30 6.30

F 50.23 2.92 2.90 0.02 0.50 2.60 6.20

G 44.29 2.99 2.97 0.02 0.45 2.20 6.15

H 49.25 2.94 2.92 0.02 0.50 2.60 6.35

AZD4 = A.zúcar en día 4 (g l); AZRES = Azúcar residual (g l) ; GLRES = Gli
residual (g l); FRRES = Fructosa residual (g/l); VIO, 50y  95 = velocidades de 
consumo del 10, 50 y  95% del azúcar respectivamente

En la figura 29 se muestran las dinámicas de consumo de azúcar para estas 8 

experiencias. El error calculado para los valores de azúcar en las réplicas fue siempre inferior al 

5%. Se han divido en dos gráficas para facilitar el análisis de las mismas, agrupando en cada 

una de ellas 2 de las 4 microvinificaciones inoculadas con la cepa T73 (E, F, G, H) con 2 de las 

4 sin inocular (A, B, C, D). Se puede así observar claramente la mayor velocidad fermentativa 

de las experiencias inoculadas con la cepa T73, antes de mostrar la confirmación estadística.

2.2.1 Influencia de las inoculaciones con levaduras

El papel de la inoculación con la cepa T73 en la evolución de la dinámica de consumo 

de azúcares en las fermentaciones fue de gran relevancia, como se pone de manifiesto en la 

figura 29. Así tanto el nivel de azúcar residual como el de glucosa fue significativamente más 

elevado en las experiencias inoculadas (p < 0.0001 en ambos casos), mientras que el nivel de 

fructosa, fue inferior (p < 0.0001). Por otro lado, las velocidades de consumo del 10, 50 y 95%
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de los azúcares fueron significativam ente más altas en las m uestras inoculadas con T73 (p <  

0 .0 0 0 1 , 0 .05  y 0 .0001  respectivam ente). E stos efectos se muestran en la figura 30.
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Figura 29. Dinámicas de comsumo de azúcar para la experiencia O A l 6
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Figura 30. Inténsalos LSD para las medias de azúcar residual, glucosa, fructosa y 
las velocidades medias de consumo del 10, 50 y  95% del azúcar según el nivel de 
inoculación con ¡a cepa T73

El e fecto  de la inoculación con K. apiculata tuvo m enor relevancia. N o  se encontraron  

m edias de azúcar residual signfícativam ente distintas entre las experiencias según la inoculación  

con K. apiculata, aunque, al igual que para la inoculación con  T 73, la media de las nuestras 

inoculadas fue superior (p =  0 .0 5 3 4 ). O bservando los valores de g lu cosa  y fructosa, se puede  

com probar com o este e fecto  es debido fundam entalm ente a la m ayor cantidad de fructosa  

residual en la experiencias inoculadas con esta levadura, ya que la cantidad m edia de g lu cosa  

fue de 1.5 g/l tanto en las m uestras inoculadas com o en las no inoculadas. Estas m edias con  sus

Página 79



RESULTADOS Y DISCUSIÓN

intervalos L SD  se representan en la figura 31. N o  se encontró influencia significativa de la 

inoculación con  K. apiculata sobre las velocidades de consum o del 10, 50 y 95%  del azúcar.
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Figura 31. Intervalos LSD para las medias de azúcar residual y  fructosa según el 
nivel de inoculación con K. apiculata

El e fecto  de la interacción entre ambas cepas resultó significativo tanto para el azúcar  

residual com o para la fructosa. Las respresentaciones de este  e fecto  se muestran en la figura  

32. En dicha figura se observa com o las experiencias inoculadas con  K. apiculata pero sin T 73 

exhibieron una cantidad significativam ente m enor de fructosa (p < 0 .0 5 ) y  de azúcar residual (p 

< 0 .0 5 ) ,  aunque no tuvo e fecto  sobre la cantidad de g lucosa  residual.

AZRES Fructosa

I 5

1
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T73
con
T73
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Figura 32. Representación de los niveles de interacción entre las inoculaciones 
con la cepa T73 y  K. apiculata
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2 .2 .2  Influencia de Ia adición de SO:

La adición de 50 mg/1 de SO 2 no tuvo efectos significativos sobre las cantidades 

residuales de azucares totales, g lu cosa  o fructosa, aunque si se notó  el efecto  de su adición  

sobre la velocidad de ferm entación del 10% del azúcar, es decir la velocidad de consum o de 

los primeros gram os de azúcar. La velocidad media en las muestras sulfitadas fue 

significativem ente inferior (p < 0 .0 0 1 ) Este hecho también se observó respecto a la velocidad  

de consum o del 50%  del azúcar, aunque ya más atenuado y no alcanzó significación estadística  

(p = 0 .0592). A m bos efectos de pueden observar en la figura 33.

N o  se encontró significativa ninguno de los efectos de las interacciones entre la adición  

de SO 2 y la inoculación con la cepa T73 o K. apiculata.

34
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Figura 33. Inténsalos LSD de las velocidades medias de consumo del 10 (VIO) y  
50% (V50) de! azúcar

2 .2 .3 . Discusión

La inoculación con  la cepa T73 fue la variable que más influyó en la evolución  del 

consum o de azúcar a lo largo de la ferm entación alcohólica y sobre el azúcar residual. La 

cantidad de azúcar residual en las m uestras inoculadas fúe significativam ente más elevada, 

siendo este azúcar residual fundam entalm ente glucosa. E ste efecto  es en principio p oco  

deseable, aunque los valores de azúcar residual se pueden considerar aceptables para un vino  

acabado. Esta cantidad de azúcar residual puede suponer un riesgo de cara a la estabilidad
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microbiológica de las vinos, aunque también puede ser un factor deseable para una posterior 

inocualción con una bacteria láctica. La inoculación con K. apiculata apenas influyó en la 

dinámica de consumo del azúcar, aunque, al contrario que la cepa T73, las muestras inoculadas 

concluyeron la fermentación alcohólica con valores significativamente más elevados de 

fructosa. Esta diferencia entre ambas levaduras, puede hacer deseable su presencia conjunta en 

la fermentación, a fin de agotar al máximo los azúcares fermentables, aunque los efectos de K. 

apiculata se vieron atenuados en las muestras que también fueron inoculadas con la cepa T73.

La adición de S02 tan sólo condujo a una disminución significativa de la velocidad de 

fermentación en las etapas iniciales de la misma, sin producir efectos sobre la cantidad de 

azúcar residual. Este hecho concuerda con el efecto del sulfitado hallado sobre las poblaciones 

levaduriformes.
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3.- COMPOSICIÓN DE LA FRACCIÓN VOLÁTIL

3.1 Identificación y cuantificación

Se identificaron un total de 59 compuestos pertenecientes a la fracción volátil de los 

vinos mediante separación por cromatografía de gases de alta resolución. La identificación se 

realizó mediante la comparación con los tiempos de retención relativos con los de patrones 

conocidos y comparación de los espectros de masas con los de las librerías NBS y Willey. En 

la tabla 13 aparecen los 59 compuestos por orden de elución indicando el método de 

identificación empleado.

Tabla 13. Compuestos identificados en los vinos por orden de elución 
cromatográfica

Número Compuesto rRT MS Fr
l Acetato de etilo * * 1.266
2 Acetato de isobutilo * * 0.0061
3 1-Propanol * * 12.18
4 Butirato de etilo * *
5 Isovaleriato de etilo * *
6 2-Metil-l-propanol * * 3.658
7 1,1 Dietoxipentano *
8 Acetato de isoamilo * * 0.776
9 1-Butanol * * 0.521
10 1,3-Dimetil benceno *
11 Acetato de amilo * *
12 3-metil-l-butanol * * 1.381
13 2-metil-1 -butanol * * 30.59
14 Caproato de etilo * * 0.8779
15 Acetoína * * 1.516
16 Isobutirato de isoamilo * * 0.7328
17 Lactato de etilo * * 2.546
18 1-hexanol * * 0.9222
19 trans-3-Hexén-l-ol * * 0.8956
20 3 -Etoxi-1 -propanol *
21 cis-3-Hexén-l-ol * * 1.002
22 Acido acético * * 47.79
23 Caprilato de etilo * * 1.136
24 1-Heptanol * * 0.1439
25 Caproato de isoamilo *
26 3-Hidroxibutirato de etilo * * 1.636
27 2,3-Butanodiol (a) * * 21.43
28 Ácido isobutírico * * 1.587
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29 2,3-Butanodiol (b) * * 21.43
30 2,3-Butanodiol (c) * * 21.43
31 1,1 -Metilpropoxi-2-butanol *
32 N-Etilacetamida *
33 y-Butirolactona * * 0.641
34 1 -metoxi-2-butanol *
35 Caprato de etilo * *
36 Ácido isovalérico * * 0.825
37 Caprilato de isoamilo *
38 Succinato de dietilo * * 0.798
39 9-Decenoato de etilo *
40 3-Metiltío-1 -propanol * * 1.509
41 Ácido valérico * * 1.324
42 Diacetato de 1,3-propanodiol *
43 1 -Decanol * *
44 Malato de dietilo * * 1.231
45 4-Hidroxibutirato de etilo *
46 Acetato de 2-fenetilo * *
47 Ácido hexanoico * * 3.133
48 N-Hexilacetamida *
49 Laurato de etilo * *
50 Alcohol bencílico * * 0.680
51 2-Feniletanol * * 0.815
52 Ácido heptanoico *
53 Ácido caprílico * * 1.171
54 N-acetilglicinato de etilo *
55 Ácido cáprico * * 1.212
56 Benzoato de 2-fenetilo *
57 Ácido 10-undecenoico *
58 Ácido monoetilsuccínico • *
59 Ácido laúrico * * 1.936

rRTy MS = compuestos identificados por tiempos de retención relativos y  
espectrometría de masas respectivamente. Fr = factores de respuesta.

Para la cuantificación se partió de disoluciones patrón construidas con concentraciones 

conocidas de los compuestos puros, se calcularon los factores de respuesta respecto al patrón 

interno (2-nonanol, tabla 13) y las correspondientes rectas de calibrado (siempre con r2 > 

0.999) tal y como se detalla en Material y Métodos. No fue posible disponer de todos los 

patrones puros de los compuestos identificados, por lo que no todos fueron cuantificados. 

Aquellos que no fueron cuantificados se analizaron según la relación de su área cromatográfica 

respecto a la del patrón interno y refiriendo luego dicha relación, en tanto por ciento, a la 

cantidad del compuesto en la microvinificación #1, tanto para la experiencia OA27 como para
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la O Al 6. Se eligió la muestra #1 por ser la que reproducía las condiciones básales de las 

variables ensayadas.

3.2. Experiencia OA27

Las concentraciones o valores relativos de los componentes identificados en las 27 

microvinificaciones, se muestran en la tabla 14 agrupados según las principales familias 

químicas. En los siguientes apartados se comentan los resultados más sobresalientes fruto del 

análisis estadístico de estos datos. La adición de SO2 tan sólo produjo disminuciones 

significativas de benzoato de 2-fenetilo (p < 0.05), cis-3-hexén-l-ol, ácido valérico (p < 0.001) 

y los alcoholes totales (p < 0.01). Estos efectos se estudian en mayor profundidad en la 

experiencia O Al 6, donde se pudo observar una mayor influencia del sulfitado sobre la 

composición de la fracción volátil, también en el sentido de reducir las concentraciones de 

numerosos de sus componentes.

3.2.1. Influencia de las inoculaciones con levaduras

Debido a la inoculación con T73 se registraron disminuciones significativas en la 

• concentración de acetato de isobutilo (p < 0.05), acetato de isoamilo (p < 0.05), benzoato de

2-fenetilo (p < 0.05), 2-metil-l-propanol (p = 0.062), acetaldehído (p = 0.100), ácido 

iisobutírico ( p < 0.05), ácido 10-undecenoico (p < 0.001) y 2,3-butanodiol (p < 0.05). 

También fue significativa la disminución producida en la media de alcoholes superiores en 

'valor relativo (p < 0.05). Las medias con sus intervalos LSD según los niveles de inoculación 

í se muestran en la figura 34.

La inoculación con K. apiculata provocó disminuciones significativas de butirato de 

(etilo (p = 0.078), isovaleriato de etilo (p = 0.103), N-acetilglicinato de etilo (p < 0.01), 3- 

1 metiltío-1 -propanol (p < 0.05), ácido isovalérico (p < 0.05) y ácido 10-undecenoico (p < 0.01), 

}y aumento de cis-3-hexén-l-ol (p < 0.05), y N-etilacetamida (p < 0.05) También se detectó un 

¿aumento significativo de la suma de los ácidos (p = 0.073). Los intervalos LSD para las medias 

cde los compuestos que resultaron con diferencias más significativas tras la inoculación con K. 

capiculata se muestran en la figura 35.
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Tabla 14. Concentraciones (mg/1) o valores relativos (*) de los componentes de la fracción volátil de los vinos

Esteres 1 2 3 4 5

A cetato de etilo 60.22 9.118 31.10 12.67 51.16

A cetato (le isobutilo 0.1334 0.0690 0.1748 0.0481 0.1762

Butirato de etilo* 100 15.45 48.00 30.65 71.63

Isovalcriato de etilo* 100 33.47 111.6 44.53 81.03

A cetato de isoam ilo 0.2100 0.1516 0.4711 0.0126 1.007

A cetato de amilo* 100 54.69 79.52 66.67 77.89

Caproato de etilo 0.0636 0.0860 0.1712 0.0795 0.0895

Isobutirato de isoam ilo 0.0056 0.0141 0.0219 0.0037 0.0179

Lactato de etilo 1.995 7.370 2.237 2.827 1.390

C aprilato de etilo 0.6886 0.5762 0.8087 0.5600 0.9037

Caproato de isoamilo* 100 64.97 229.9 134.9 97.27

3-H idroxihutirato de etilo 0.1076 0.2785 0.1482 0.1277 0.2748

C aprato de etilo* 100 83.74 74.44 42.90 98.86

C aprilato de isoamilo* 100 40.77 119.8 80.62 78.53

Succinato de dictilo 0.1978 0.7893 0.2862 0.1654 0.1105

9-Dccenoato de etilo* 100 139.3 192.0 41.55 81.05

D iacctato de 1,3-propanodiol* 100 103.7 121.6 91.53 164.6

M alato de dietilo 0.0790 0.2103 0.3004 0.1100 0.1895

4-H idroxibutirato de etilo* 100 106.0 130.5 189.3 55.39

A cetato de 2-fcnct¡lo* 100 56.21 118.9 112.9 83.62

Laurato de etilo* 100 120.0 159.2 164.1 96.95

N -A cetilglicinato de etilo* 100 84.93 15.3.1 64.28 90.55

Benzoato de 2-fcnctilo* 100 30.85 17.18 35.85 15.07

Á cido m onoctilsuccínico* 100 631.0 219.2 94.7189 142.0

Total ésteres* 100 144.5 155.6 83.86 130.9

Esteres (cont.) 15 16 17 18 19

A cetato de etilo 49.23 45.73 10.28 7.080 54.63

Acetato de isobutilo 0.2551 0.1298 0.2495 0.2449 0.1342

Butirato de etilo* 70.31 51.05 177.6 13.11 82.60

6 7 8 9 10 11 12 13 14

8.108 15.69 17.52 22.35 26.95 33.48 7.648 13.84 15.60

0.0974 0.1690 0.0539 0.0655 0.0978 0.0668 0.1211 0.0988 0.0704

18.30 155.9 21.68 35.41 60.46 21.08 9.303 55.51 12.23

40.55 64.76 39.81 59.18 269.5 44.11 32.39 68.46 31.63

0.1708 0.9678 0.0250 0.2766 0.6014 0.4282 0.2419 0.5786 0.0198

63.52 153.4 61.25 62.01 115.0 64.76 68.22 57.31 66.69

0.0698 0.0908 0.0843 0.0626 0.0887 0.0800 0.0921 0.0817 0.0817

0.0132 0.0193 0.0121 0.0071 0.0231 0.0114 0.0160 0.0210 0.0038

2.360 9.364 2.246 0.9567 3.332 1.038 3.117 4.126 1.911

0.4983 0.8478 0.6946 1.4640 0.7316 1.083 0.5201 0.9243 1.205

53.26 546.8 147.7 22.69 319.7 28.86 84.36 109.5 122.5

0.2142 0.7717 0.0930 0.2040 0.3048 0.2001 0.3625 0.5289 0.1721

50.91 52.47 75.88 68.86 51.14 74.57 57.42 56.98 29.18

39.66 430.6 91.16 19.57 202.8 25.31 64.71 96.73 100.5

0.2859 1.9863 0.1790 0.1182 0.2926 0.1250 0.4070 1.0982 0.1992

120.4 114.7 41.65 395.4 56.35 389.7 272.1 115.0 134.9

87.74 122.8 91.92 90.42 148.9 93.96 110.4 116.3 133.5

0.1374 0.7621 0.1144 0.0844 0.2363 0.1051 0.2579 0.2873 0.0839

118.22 258.6 64.60 55.41 244.3 92.34 200.3 237.5 76.05

71.59 241.0 89.12 29.72 191.3 54.00 49.21 146.8 108.1

123.7 166.7 146.1 87.40 209.1 79.43 229.5 190.1 160.3

80.60 237.4 83.81 78.93 194.8 153.7 178.8 213.5 63.53

6.622 31.03 13.31 40.434 56.52 41.83 12.38 86.84 19.69

160.2 493.2 214.8 118.9 300.1 102.6 174.6 235.6 267.8

93.97 310.3 89.49 92.63 182.4 104.0 137.2 183.8 93.72

20 21 22 23 24 25 26 27

24.84 36.67 100.1 .32.00 15.78 23.57 51.04 12.56

0.3702 0.0779 0.0827 0.0650 0.0732 0.0546 0.0751 0.1857

42.50 12.77 48.58 20.43 27.45 21.20 35.86 45.43
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Isovaleriato de etilo* 58.10 72.62

A cetato de isoam ilo 1.199 0.7001

Acetato de amilo* 124.3 133.8

Caproato de etilo 0.0906 0.1255

Isobutirato de isoam ilo 0.0198 0.0189

Lactato d ce tilo 2.022 1.672

C aprilato de etilo 1.660 0.8823

Caproato de isoamilo* 162.9 29.81

3-H idroxibutirato de etilo 0.3149 0.2764

Caprato de etilo* 28.94 97.30

Caprilato de isoam ilo* 139.7 44.47

Succinato de dietilo 0.0573 0.2548

9-Decenoato de etilo* 65.04 431.8

Diacetato de M -propanodiol* 136.1 116.4

M alato de dietilo 0.2876 0.0970

4-H idroxibutirato de etilo* 29.74 139.8

Acetato de 2-fcnctilo* 111.7 62.08

Laurato de etilo* 124.0 125.3

N-A cetilglicinato de etilo* 134.7 187.9

Benzoato de 2-fcnctilo* 34.46 61.18

Ácido m onoctilsuccínico* 60.57 113.1

Total esteres* 152.0 142.8

Alcoholes 1 2

1-propanol 9.189 4.291

2-M etil-l -propanol 32.94 17.26

1-Butanol 0.1663 0.1616

3-M etil-1-butanol 126.3 120.8

2-IVIetil-l-butanol 3.023 1.817

1-Ilcxanol 0.3889 0.3537

tran s-3 -llexcn -t -ol 0.0262 0.0295

3-Etoxi-1-propanol* 100 29.07

cis-3-H cxcn -l-o l 0.0131 0.0150

109.2 34.77 92.89 87.56 35.02 65.15

1.717 0.0194 0.3532 1.098 0.1214 0.1774

125.5 46.43 90.83 161.4 56.07 75.93

0.0797 0.0538 0.0971 0.1320 0.0528 0.0650

0.0212 0.0002 0.026.3 0.0322 0.0044 0.0083

3.149 2.0638 5.795 3.714 0.7620 1.215

1.125 0.3919 1.915 1.169 1.550 1.341

349.2 90.66 82.60 363.8 12.66 45.55

0.4706 0.1228 0.4344 0.2407 0.1513 0.1489

73.73 74.32 81.84 156.9 51.22 68.98

322.0 68.68 81.70 213.9 12.58 79.81

1.026 0.2579 1.076 0.2428 0.1098 0.1836

76.04 27.27 143.3 79.29 360.4 110.0

145.7 128.7 93.68 153.3 69.09 150.0

0.9403 0.1984 0.1099 0.1108 0.0663 0.0810

189.9 159.6 167.1 98.74 65.51 60.90

140.6 89.11 91.44 177.6 39.43 87.32

103.4 250.3 216.0 2.39.92 94.66 93.09

194.7 72.43 58.56 118.8 81.12 120.5

30.31 13.33 86.74 69.07 9.35 37.00

343.7 194.4 285.9 306.2 234.3 181.0

265.5 92.13 178.8 197.2 83.98 98.98

3 4 5 6 7 H

12.51 6.870 22.68 4.711 7.146 8.3456

30.52 15.22 40.63 15.73 27.14 13.79

0.3217 0.1605 0.1518 0.1733 0.2073 0.2140

170.3 77.44 166.2 115.8 128.5 94.96

1.944 0.826 1.607 1.504 6.880 0.8807

0.7134 0.4709 0.4763 0.4530 0.6674 0.6127

0.0320 0.0307 0.0287 0.0251 0.0.345 0.0294

24.69 21.31 320.9 21.22 60.07 25.57

0.0158 0.0100 0.0095 0.0175 0.0686 0.0250

70.95 50.18 52.81 102.1 123.7

0.0494 0.0722 0.0336 0.5028 0.5020

84.00 81.31 87.94 155.5 73.84

0.0775 0.0754 0.0978 0.0938 0.1016

0.0190 0.0058 0.0105 0.0136 0.0128

14.05 3.000 3.379 1.243 1.810

2.000 0.5154 1.240 1.875 1.593

73.47 128.1 165.6 39.46 556.6

0.3428 0.2392 0.1191 0.3646 0.2404

78.79 46.58 46.69 125.6 63.59

107.6 99.15 97.16 37.96 365.8

7.210 0.3849 0.1976 0.1860 0.2901

145.6 44.99 99.99 428.3 46.32

107.1 189.9 111.9 152.4 261.4

0.1387 0.1582 0.0725 0.0967 0.5472

138.0 142.2 225.3 76.42 111.3

51.47 95.91 149.3 43.43 218.2

208.0 246.8 181.2 120.3 144.8

105.6 107.4 101.0 152.4 129.9

15.27 21.57 48.61 16.36 25.81

4105 140.08 252.7 169.7 164.1

459.6 108.4 113.7 138.1 187.6

9 10 M 12 13 14

6.859 10.74 12.48 6.246 7.559 12.59

12.78 40.45 20.99 19.39 32.99 15.15

0.0862 0.2951 0.1079 0.2178 0.2110 0.2161

92.43 200.7 134.9 151.5 147.2 71.22

2.895 1.128 4.042 1.893 6.798 0.7197

0.4874 0.9723 0.6072 0.5720 0.5259 0.5596

0.0260 0.0374 0.0290 0.0345 0.0329 0.0347

52.13 41.94 50.32 28.63 22.79 180.2

0.0124 0.0533 0 0148 0.0231 0.0143 0.0982
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1-Hcptanol 0.0262 0.0302 0.0468 0.0364 0.0293 0.0319 0.0326 0.0348 0.0418 0.0512 0.0396 0.0359 0.0386 0.0267

1,1 -M etí 1 p ropxi-2-p ropanol * 100 89.75 166.4 60.82 96.52 61.93 394.0 87.86 31.89 236.5 51.65 102.5 89.87 83.43

1 -M etoxi-2-butanol* 100 69.19 45.81 24.02 80.08 43.55 54.86 34.92 43.83 30.34 47.52 66.98 56.55 31.45

3-M etiltío-l-propanol 2.062 1.821 0.9432 1.394 1.118 0.4150 0.6925 1.978 0.5395 2.931 0.8307 0.4684 0.6601 0.6576

1-Dccanol* 100 122.3 97.84 297.6 86.40 36.93 108.3 105.2 76.50 208.5 88.41 74.41 293.6 68.02

Alcohol bencílico 0.2589 0.4822 0,7470 0.8759 0.3668 0.4364 0.5152 0.7953 0.2931 0.9036 0.3317 0.7510 0.6739 0.6472

2-Feniletanol 50.92 58.84 51.45 27.63 20.87 42.91 52.29 27.68 17.93 45.46 20.93 74.96 49.94 24.04

Total alcoholes* 100 92.84 124.7 101.4 117.7 78.04 157.3 104.3 74.47 169.0 92.65 110.3 126.3 138.2

A lcoholes (cont.) 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

1-propanol 16.65 18.97 5.615 2.136 11.23 12.46 6.276 21.16 4.738 3.836 11.16 12.43 17.70

2-M etil-l -propanol 107.3 44.45 20.63 4.161 39.21 28.13 12.90 47.86 19.11 8.586 26.93 27.17 45.74

1-Butanol 0.1738 0.1843 0.1513 0.0846 0.3188 0.3756 0.0746 0.1155 0.2114 0.1258 0.2511 0.1809 0.2419

3-M etil-l-butanol 154.7 209.8 131.5 30.67 187.6 194.7 80.00 113.6 115.5 70.02 91.43 150.9 126.4

2-M etil-l-butanol 2.404 6.168 3.925 1.139 7.754 1.467 1.734 0.8620 4.924 2.595 0.7173 7.333 2.926

1-Hexanol 0.3728 0.8843 0.5517 0.2620 0.6669 1.079 0.4211 0.4199 0.5117 0.3583 0.4623 0.2847 0.5977

trans-3-H excn-l -ol 0.0264 0.0368 0.0338 0.0261 0.0341 0.0465 0.0244 0.0238 0.0378 0.0299 0.0334 0.0337 0.0329

3-E toxi-l-p  ropanol * 294.2 66.26 40.19 65.11 39.03 38.04 29.36 99.28 43.59 91.82 21.29 140.6 1511

cis-3-H cxcn -l-o l 0.0226 0.0153 0.0144 0.0918 0.0407 0.0138 0.0177 0.0111 0.0760 0.0166 0,0720 0.0093 0.0727

1-Hcptanol 0.0293 0.0442 0.0301 0.0302 0.0482 0.0721 0.0343 0.0304 0.0325 0.0264 0.0347 0.0364 0.0416

l,l-M etilpropxi-2-propanol* 187.4 41.17 324.8 68.42 70.54 237.0 17.38 43.51 57.28 73.99 81.86 60.44 381.4

1 -M  etoxi-2-butanol * 26.19 65.85 74.43 47.44 63.76 53.70 24.34 44.16 54.07 32.08 36.10 61.96 44.46

3-M etiltío -l -propanol 1.149 1.629 0.8375 0.9201 0.4978 2.092 0.8948 1.798 0.4823 1.526 0.5471 2.334 0.9095

1-Decanol* 106.1 104.7 227.4 46.69 189.0 85.66 27.77 40.54 72.85 74.82 247.0 102.3 37.48

Alcohol bencílico 0.2603 0.4434 0.3786 1.070 0.4898 1.174 0.3322 0.3794 0.6309 1.191 0.8179 0.5016 0.1795

2-Fenilctanol 37.96 23.09 65.41 48.86 35.85 49.82 23.16 14.58 75.32 57.52 27.27 43.71 54.98

Total alcoholes* 133.7 128.0 120.4 119.4 142.4 159.5 65.99 90.79 132.0 102.3 134.9 116.1 241.3

Ácidos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Ácido acético 600 187 576 648 355 311 200 598 177 548 209 325 200 381

Á cido isohutírico 1.740 3.193 4.772 1.931 4.281 2.488 2.892 1.563 1.864 3.074 4.199 3.382 3.234 1.672

Ácido isovalérico 0.8710 0.9083 1.038 0.7374 0.9122 0.8886 2.411 0.5682 0.6652 1.642 0.8779 1.514 1.598 0.5474

Á cido vale rico 0.1448 0.1486 0.1900 0.1307 0.0870 0.1182 0.1580 0.1792 0.1229 0.1460 0.0933 0.1427 0.1904 0.0980

Á cido hexanoico 1.444 1.932 0.9477 0.9524 1.834 1.669 2.232 0.9093 2.397 1.483 2.535 2.071 1.993 1.502
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Ácido hcptanoico* 100 93.50

Ácido octanoico 1.241 1.070

Ácido dccanoico 0.8055 0.5447

Ácido 10-undecenoico* 100 28.79

Ácido laúrico 1.2886 0.7895

Total ácidos* 100 125.4

Á cidos (cont.) 15 16

Ácido acético 297 207

Ácido isobutírico 3.337 2.798

Ácido isovalérico 0.5231 1.193

Ácido valérico 0.1082 0.1483

Ácido hexanoico 1.179 2.992

Ácido hcptanoico* 46.10 48.17

Ácido octanoico 1.807 1.884

Ácido dccanoico 0.2076 0.3507

Ácido 10-undecenoico* 32.75 7.863

Ácido laúrico 0.9311 0.3092

Total ácidos* 111.7 135.9

Otros 1 2

Acetal debido 148.0 7.020

1,1-Dietoxipentano* 100 153.7

1,3-Dim ctilbcnccno* 100 30.38

Acctoína 0.3370 1.018

2,3-Butanodiol (a) 573.9 439.5

2,3-Butanodiol (b 150.0 94.76

2,3-Butanodiol (c) 36.49 37.64

N -Etilacctam ida* 100 73.17

y-Butirolactona 3.769 3.218

N -H exilacetam ida* 100 86.19

Total otros* 100 112.2

O tros (cont.) 15 16

A cctaldchído 49.62 50.65

96.78 52.92 25.46 51.48 200.28 37.48

0.8695 0.6669 1.535 0.9992 1.351 1.133

0.4884 0.2764 0.2914 0.2472 0.4287 0.3579

18.7.3 9.96 17.00 19.05 28.07 21.04

1.096 1.073 0.6148 0.2359 0.7747 0.8168

290.4 108.3 148.3 98.78 150.5 151.7

17 18 19 20 21 22

210 754 210 758 330 314

2.883 1.025 2.241 1.301 1.003 2.349

2.946 0.5980 1.329 0.8861 0.6612 1.122

0.3040 0.0973 0.1627 0.1779 0.1377 0.1526

1.324 0.447 2.387 1.226 2.210 1.172

33.73 64.17 70.41 94.32 27.17 40.12

1.531 0.4959 2.099 1.703 5.004 1.452

0.3521 0.2602 0.5961 0.5238 0.2962 0.2036

44.79 4.801 69.62 26.41 46.66 12.63

0.4168 1.251 0.6295 1.375 0.4609 0.5124

151.6 58.49 176.6 169.6 164.0 160.0

3 4 5 6 7 8 9

45.97 12.05 139.7 148.0 56.33 32.07 545.04

170.1 26.35 161.0 93.86 363.5 26.92 87.81

183.2 48.36 72.16 59.25 47.46 66.11 61.81

2.169 2.516 0.8926 0.6396 5.670 2.258 0.3248

1118 580.0 594.8 526.5 306.3 853.1 657.2

210.8 142.9 121.4 87.67 69.56 181.7 130.2

49.34 30.42 31.07 31.78 41.10 32.48 29.27

166.1 100.7 17.66 77.61 277.2 85.05 85.23

2.589 4.431 1.090 1.786 15.66 2.162 2.826

93.44 153.6 109.5 170.4 82.65 189.7 122.3

195.3 181.2 112.6 121.6 386.8 202.8 106.2

17 18 19 20 21 22 23

134.2 14.43 187.2 177.9 56.78 72.65 9.59(

53.93 38.74 50.41 81.32 45.34 66.43
2.559 1.676 1.675 0.9641 1.386 2.423

0.2682 0.8165 0.4023 0.3635 1.137 0.5493
4.746 21.60 2.071 25.20 64.50 39.33

0.2814 1.553 0.3735 0.3573 0.3419 0.6453
115.0 192.3 120.9 113.2 130.2 133.0

23 24 25 26 27

304 627 639 321 671
1.700 1.656 3.966 7.572 4.196
1.481 1.331 1.003 1.281 1.118

0.1251 0.1328 0.1560 0.1952 0.1192
1.835 0.8829 0.7903 3.440 0.8159
76.25 44.56 45.10 90.09 39.96
2.284 0.3684 0.8756 2.637 0.8042

0.9764 0.4088 0.3435 0.7806 0.2263
4.225 9.293 25.05 46.41 25.41

0.7532 1.310 0.8548 1.146 1.024
190.2 80.88 243.15 225.5 138.6

10 11 12 13 14

58.22 53.08 148.0 224.5 29.08
207.6 48.50 165.0 184.2 26.15
300.1 53.78 34.70 112.4 51.58
2.278 0.3536 1.127 0.7762 0.8359
841.2 597.1 610.3 674.7 869.8
169.4 116.3 108.9 138.5 207.9
38.84 25.93 30.57 39.66 38.33
93.55 70.37 85.80 98.78 114.6
9.158 1.579 2.724 7.002 3.828
242.7 70.53 105.0 41.44 150.6
237.1 79.78 151.3 158.5 148.6

24 25 26 27

12.44 22.57 49.10 5.230
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1,1-Dictoxipcntano* 102.6 200.2 576.4 25.74 127.2 265.5 85.53 196.7 62.43 54.07 51.86 211.5 178.7

1,3-Dim ctilbcnceno* 128.2 98.63 66.76 43.64 145.6 309.8 38.07 64.71 48.63 61.23 97.26 78.91 55.02

Accloína 4.111 0.3525 3.582 1.098 0.4551 2.678 0.1884 0.8016 2.442 1.861 1.845 0.2945 10.20

2,3-Butanodiol (a) 897.5 581.2 548.0 337.4 866.3 1351 247.3 455.0 581.6 650.0 1067 653.4 984.2

2,3-Butanodiol (b 217.7 123.6 114.0 83.80 192.5 263.5 41.13 104.3 120.3 141.7 214.6 121.6 255.8

2,3-Butanodiol (c) 30.79 39.39 34.25 33.54 55.61 43.28 29.02 34.79 44.89 28.59 47.09 29.61 35.31

N-Etilacetam ida* 68.25 92.09 113.6 62.45 134.0 68.47 100.5 62.11 383.1 155.3 420.9 76.92 133.3

y-Butirolactona 0.8987 4.330 8.823 4.769 10.07 4.197 6.322 6.249 17.74 1.905 5.417 3.746 3.083

N -H exilacetam ida* 221.9 138.4 91.90 100.5 42.80 177.7 74.01 80.8.3 65.82 113.0 114.6 64.33 81.51

Total otros* 218.9 145.0 309.8 112.5 170.3 241.3 104.9 141.9 285.6 172.6 229.0 130.5 421.1

*Compuestos no cuantificados, en lanío por denlo respecto a la muestra &1
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RESULTADOS

A cetato (Je isobutilo A cetato de isoam ilo

0200  -  

0.150 r  

0.100 - 
0.050 - 

0,000 —

IE+06 1E+07
Niveles de inoculación de la cepa T73 

cels/mi

0,800 -  

0,600 -  

|  0,400 - 

0,200 -  

0.000 —
IE+06 1E+07

Niveles de inoculación de la cepa nj 
cels/ml

50 -  
45 -  
40 -  
35 -  
30 * 
25 -  
20 —

Benzoato de 2-fenetilo

IE+06 1E+07
Niseles de inoculación de la cepa T73 

cels/ml

Acido isobutírico

IE+06 1E+07
Niveles de inoculación de la cepa T73 
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Figura 34. Intérnalos LSD para las medias de compuestos de la fracción volátil 
según el nivel de inoculación con la cepa T73
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Figura 35. Inténsalos LSD para las medias de compuestos de la fracción volátil 
según el nivel de inoculación con K. apiculata
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3.2.2. Influencia de la adición de enzimas pectolíticos

La adición de un preparado comercial de enzimas pectolíticos, produjo aumentos 

significativos de algunos componentes de la fracción volátil. Entre ellos son de especial 

relevancia los aumentos causados en la concentración de acetato de etilo (p < 0.05) y ácido 

acético (p < 0.01). Los otros compuestos que registraron aumentos significativos tras la 

adición del preparado enzimático fueron el caprilato de etilo (p < 0.001), diacetato de 1,3- 

propanodiol (p < 0.01), laurato de etilo (p < 0.05) y cis-3-hexén-l-ol (p < 0.05). También se 

produjo un aumento significativo del total de alcoholes superiores.(p < 0.05) La figura 36 

muestra los intervalos LSD para las medias de los compuestos que registraron un efecto 

significativo para la adición del preparado comercial de enzimas pectolíticos.

3.2.3 Influencia de la adición de vitaminas y  fosfato diamónico.

Las adiciones de vitaminas B1 y C afectaron significativamente a la concentración final 

de diversos componentes de los vinos producidos. Los compuestos que sufrieron de forma más 

significativamente el efecto de la adición de vitamina C fueron el 4-hidroxibutirato de etilo (p < 

0.001) y el benzoato de 2-fenetilo (p < 0.01), que presentaron concentraciones más bajas en 

los vinos adicionados con la vitamina, mientras que el malato de dietilo aumentó 

significativamente su concentración tras la adición de la vitamina (p < 0.01). Estos resultados 

más significativos se representan en la figura 37. La influencia de la adición de vitamina C 

también produjo efectos significativos sobre el caproato de isoamilo, caprilato de isoamilo, cis-

3-hexén-l-ol, 1-heptanol, l,l-metilpropoxi-2-butanol, acetaldehído, ácido valérico, ácido 10- 

undecenoico, 1,1-dietoxipentano, 1,3-dimetilbenceno y acetoína (p < 0.05 para todos ellos), 

pudiéndose observar las medias y los intervalos LSD para estos compuestos en la tabla 15.

La adición de vitamina B 1 (tiamina), también provocó diferencias significativas en las 

concentraciones de varios de los componentes de la fracción volátil. Especialmente 

significativas fueron las disminuciones de benzoato de 2-fenetilo (p < 0.0001) y 1-decanol ( p < 

0.01) detectadas en los vinos en los que se había añadido tiamina (figura 38). También se 

detectaron efectos significativos de la adición de esta vitamina sobre el acetato de etilo, 

butirato de etilo, caprato de etilo, acetato de 2-fenetilo, trans-3-hexén-l-ol, l-metoxi-2- 

butanol, ácido acético, ácido valérico, ácido decanoico, ácido 10-undecenoico y
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y-butirolactona (p <  0 .05  para tod os ellos). Las m edias para esto s  com puestos según el nivel 

de adición del tiamina se muestran el la tabla 12 junto con  sus intervalos LSD.
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Figura 36. Intervalos LSD para las medias de compuestos de la fracción volátil 
según el nivel de adición de enzimas pectolíticos
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Figura 3 7. Intérnalos LSD para las medias de compuestos de ¡a fracción volátil 
según los niveles de adición de vitamina C

La adición de fosfato  diam ónico provocó  principalm ente un aum ento de ácido  

isobutírico cuando el nivel de adición fue de 150 mg /1 (p < 0 .0 1 ), registrándose también efectos  

significativos de la adición de D A P sobre las concentraciones de caprilato de etilo, benzoato de 

2 -fenetilo , l-m eto x i-2 -butanol, ácido acético , ácido octanoico  y ácido 1 0 -undecenoico (p <  

0 .0 5 ) tal y com o se muestra en la tabla 17.

Tabla 15. Medias e inténsalos LSD de distintos componentes de la fracción volátil 
según los niveles de adición de vitamina C

Nivel de Adición de Vitamina
0 mg/1 50 mg/1 100 mg/1 LSD

Caproato de isoamilo* 143.0 103.1 2 1 6 .5 ± 3 6 .1 4
Caprilato de isoamilo* 9 5 .72 91 .3 7 164.1 ± 2 6 .5 2

cis-3-Hexén-l-ol 0 .0 2 3 0 0 .0 3 0 7 0 .0 4 2 4 ±  0 .0 0 6 4

1-Heptanol 0 .0 4 2 7 0.0313 0 .0 3 6 3 ±  0 .0 0 4 2

Aeetaldehído 98.01 77.51 49 .51 ± 2 2 .2 5
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l,l-metilpropoxi-2-butanol* 119.1 83 .86 163.5 ± 2 3 .2 8
Acido valérico 0 .1493 0 .1 2 7 0 0 .1 6 4 5 ± 0 .0 9 9

Acido 10-undecenoico* 37 .68 23 .19 23 .13 ± 5 .0 2 5

1,1-Dietoxipentano* 147.0 1 0 0 . 8 191.4 ± 3 0 .2 8

1,3-Dimetilbenceno* 132.9 71 .84 6 8 .4 0 ±  26 .00

Acetoína 1.178 1.653 2 .8 4 7 ± 0 .6 7 2 6

*Compuestos no cuantificados, en tanto por ciento respecto a la muestra 4 /

B enzoato de 2-fenetilo
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*
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*  200 *0

1 150 T1 loo -g
1 50 — 
 ̂ 0 —

0 mg/1 0 .6  mg/1 2 mg/1
Niveles de adición de tiamina

Figura 38. Intervalos LSD para las medias de compuestos de la fracción volátil 
según los niveles de adición de tiamina

Tabla 16. Medias e intérnalos LSD de distintos componentes de la fracción 
volátil según los niveles de adición de tiamina

Nivel de Adición de Tiamina
0 mg/1 0.6 mg/1 2 mg/1 LSD

Acetato de etilo 39.3 27.2 2 1 . 2 ± 5 .4
Butirato de etilo 67.3 46 .5 31.1 ±  13.8
Caprato de etilo 66.5 8 8 . 6 57 .4 ±  1 1 . 6

Acetato de 2-fenetilo* 131.4 89 .4 91.5 ±  14.7
trans-3-Hexén- l-ol 0 .0 3 2 2 0 .0 3 3 7 0 .0 2 8 6 ±  0 . 0 0 2

l-Metoxi-2-butanol* 52.8 56 .4 4 1 .6 ± 5 .7 0
Ácido acético 336 369 452 ± 8 . 8

Ácido valérico 0 .1 5 4 0 .1 5 7 0 .1 3 0 ± 0 . 0 1

Ácido decanoico 0.551 0.531 0 .3 0 7 ± 0 . 1 0 1

Ácido 10-undecenoico* 37 .7 2 0 . 0 2 3 .6 ± 5 .0

y-butirolactona 7.34 5.15 2 .99 ±  1.61

*Compuestos no cuantificcidos, en tanto por ciento respecto a la muestra i  I

Página 96



RESULTADOS Y DISCUSIÓN

3.2.4 Influencia de la oxigenación

La agitación del mosto durante el proceso fermentativo fue muy influyente en las 

comcentraciones de muchos de los compuestos de la fracción volátil, y en casi todos los casos, 

los vinos producidos con agitación tuvieron una mayor cantidad de los compuestos. Así, hubo 

un aumento significativo de acetato de isoamilo, caproato de isoamilo, caprilato de isoamilo, 

maliato de dietilo, acetato de 2-fenetilo, l,l-metilpropoxi-2-butanol, 1,1-dietoxipentano, todos 

ellos con p < 0.0001 (figura 39); acetato de isobutilo, butirato de etilo, 2-metil-l-propanol, 

acettoína y los alcoholes totales relativos con p < 0.001; isovaleriato de etilo, isobutirato de 

isoamilo, diacetato de 1,3-propanodiol, N-acetilglicinato de etilo, 1-propanol, 1-pentanol y 

1,3-dimetilbenceno con p < 0.01; y acetato de etilo, acetato de amilo, caproato de etilo, 1- 

butanol, 3-metil-l-butanol, 1-hexanol, ácido acético, ácido isovalérico, ácido valérico, y 2,3- 

butanodiol con p < 0.05 (tabla 18).

Tabla 17. Medias e intervalos LSD de distintos componentes de la fracción 
volátil según los niveles de adición de DAP.

Nivel de Adición de DAP
0 mg/1 150 mg/1 300 mg/1 LSD

Caprilato de etilo 0.93 1.00 1.27 ±0.14
Benzoato de 2-fenetilo* 36.3 28.8 43.4 ±3.8
l-Metoxi-2-butanoI* 59.2 48.3 43.3 ±5.7
Acido isobutírico 2.457 3.899 2. i 23 ±0.5136
Acido acético 360 447 350 ±8.8
Ácido octanoico 1.24 1.31 2.16 ±0.31
Ácido 10-undecenoico* 25.7 21.3 37.0 ±5.0

*Compuestos no cuantificados, en tanto por ciento respecto a la muestra -1

La adición de oxígeno directamente al mosto antes del comienzo de la fermentación, no 

fue ttan influyente, registrándose un aumento significativo (p < 0.05) de cis-3-hexénl-ol y 1- 

metoxi-2-butanol en las muestras oxigenadas y una disminución de acetato de isoamilo, 1- 

propanol y 2-metil-l-propanol (p < 0. 05).
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Figura 39. Inténsalos LSD para las medias de compuestos de la fracción volátil 
según el nivel de agitación
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Tabla 18. Medias e intervalos LSD de distintos componentes de la fracción volátil 
según el nivel de agitación

Nivel de Agitación
Sin Con LSD

Acetato de etilo 25.9 35.8 ± 3.8 / ± 5.4
Acetato de isobutilo 0.093 0.196 ±0.019/±0.027
Butirato de etilo 32.5 80.0 ±9.74/13.77
Isovaleriato de etilo 55.9 107.8 ± 12.6 / ± 17.9
Acetato de amilo* 77.8 109.6 ± 9.961± 14.1
Caproato de etilo 0.081 0.101 ±0.007/±0.010
Isobutirato de isoamilo* 0.012 0.020 ± 0.002 / ± 0.003
Diacetato de 1,3-propanodiol* 110 156 ± 10.5 l±  14.9
N-Acetilglicinato de etilo* 109 153 ± 12.5 / ± 17.7
1-Propanol 8.33 14.07 ± 1.38 / ± 1.95
2-Metil-l-propanol 21.04 43.15 ± 4.33 / ±6.13
1-Butanol 0.175 0.226 ± 0.020/±0.029
3-Metil-l-butanol 115 154 ± 13.11 l±  18.55
1-Pentanol 1.16 2.15 ±0.205/±0.290
1-Hexanol 0.494 0.650 ±0.059/±0.084
Acido acético 0.360 0.437 ± 0.027/±0.039
Acido isovalérico 1.00 1.40 ± 0 .1 4 /± 0 .2 0
Acido valérico 0.140 0.160 ± 0.007/±0.010
1,3-Dimetilbenceno* 68.3 136 ± 18.4/±26.0
Acetoína 1.04 3.60 ± 0 .4 8 /± 0 .6 7
2,3-Butanodiol 800 995 ± 67 / ± 96
Alcoholes totales* 109 146 ± 6 . 2 / ± 8 . 8

*Compuestos no cuantificados, en tanto por ciento respecto a la muestra ¿ I

3.2.5. Influencia de la temperatura

La temperatura de fermentación fue una variable muy influyente en las concentraciones 

de los componentes de la fracción volátil detectados en los vinos. Sobre el acetato de etilo, 

acetato de isoamilo, caprilato de etilo, 9-decenoato de etilo, 2. metil-1-butanol, l-metoxi-2- 

butanol, ácido hexanoico, ácido octanoico y ácido 10-undecenoico, se registraron 

disminuciones significativas debidas al aumento de la temperatura; sobre el caproato de 

isoamilo, caprilato de isoamilo, 4-hidroxibutirato de etilo, acetato de 2-fenetilo, laurato de 

etilo, 1-butanol, trans-3-hexén-l-ol, cis-3-hexén-l-ol, alcohol bencílico, ácido acético, ácido 

valérico, ácido laúrico, 1,3-dimetilbenceno, acetoína, 2,3-butanodiol, N-hexilacetamida y los
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alcoholes totales se registraron aum entos significativos según aumentaba el nivel de 

temperatura; sobre el lactato de etilo, 3-hidroxibutirato de etilo , succinato de dietilo, malato de 

dietilo, 1 , 1  -m etilpropoxi-2 -butanol, 3 -m etiltío - 1  -propanol, 2 -feniletanol, ácido isovalérico, 1 , 1 - 

dietoxipentano, y-butirolactona, y los ásteres totales se registró un aum ento significativo  

especialm ente en las m uestras ferm entadas a 25 °C. E stos resultados se representan en la figura 

40  para los com p u estos sobre los que el efecto  de la temperatura fue más significativo (p <  

0.001 y p <  0 .0 0 0 1 ) y  en la tabla 19 para el resto de com ponentes.
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Figura 40. (sigue)
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Figura 40. Inténsalos LSD para las medias de los compuestos volátiles según la 
temperatura de fermentación

Tabla 19. Medias e inténsalos LSD de distintos componentes de la fracción volátil 
según los niveles de temperatura

Nivel de Temperatura
15 °C 25 °C 32 °C LSD

Acetato de isoamilo 0 .5 1 4 0 .526 0 .2 6 2 ± 0 .0 9 3
Lactato de etilo 1.366 5.683 2 .7 4 6 ±  1.095
Caprilato de etilo 1.272 1.111 0.813 ± 0 .1 3 5
Caprilato de isoamilo* 59.7 172.2 119.3 ± 2 6 .5
Succinato de dietilo 0 .1 4 9 1.574 0 .245 ± 0 .6 1 0
Acetato de 2-fenetilo* 6 7 .9 118.5 125.8 ± 1 4 .7
1-Butanol 0 .1 3 8 0 . 2 1 1 0 .2 2 7 ± 0 .0 2 9
2-Metil-1-butanol 3 .34 4 .27 1.27 ± 0 .9 3
trans-3-Hexén- l-ol 0 .028 0.033 0 .033 ±  0 . 0 0 2

l-.\letoxi-2-butanol* 54.9 58.6 37.3 ± 5 .7
3-Metiltío-l-propanol 1.373 0 .7 5 4 1.443 ± 0 .2 5 9
Acido isovalérico 0.901 1.577 0 .9 2 8 ± 0 .1 9 6
Acido valérico 0 .132 0.163 0 .145 ± 0 . 0 1 0

Acido octanoico 2 .1 9 9 1.388 1.135 ± 0 .3 1 1
Acido 10-undecenoico* 3 0 .0 34.4 19.6 ± 5 .0
Acido laúrico 0 .6 5 8 0.591 1.108 ± 0 .1 4 7
1,1-Dietoxipentano* 133 2 1 2 95 ± 3 0
1,3-Dimetilbenceno* 77.4 66 .7 129.0 ± 2 6 .0
Acetoína 0.851 2 .878 1.949 ± 0 .6 7 3
2,3-Butanodiol 741 785 1069 ± 9 6
y-butirolactona 3 .42 7 .79 4 .2 7 ±  1.61
N-Hexilacetamida* 109 85.3 148 ±  19.7
Esteres totales* 116 218 124 ± 3 2 .6
Alcoholes totales* 1 0 2 133 128 ± 8 . 8

*Compuestos no cucmtificcidos, en tanto por ciento respecto a la muestra = l
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3.2.6 Discusión

Los factores que más influencia tuvieron sobre los componentes de la fracción volátil 

fueron la temperatura de fermentación y la agitación del mosto durante el proceso 

fermentativo. Se detectaron diferencias significativas en las concentraciones de 36 compuestos 

debidas a los distintos niveles de temperatura ensayados. La temperatura, además de influir en 

la velocidad de crecimiento de las levaduras y en la ecología de la fermentación, afecta a las 

actividades bioquímicas de las levaduras y la producción de metabolitos secundarios (Parrish y 

Carroll, 1987). Por otra parte, las temperaturas de fermentación más elevadas facilitan la 

evaporación del etanol y de los componentes más volátiles. Las diferencias de concentración de 

los componentes en las 27 microvinifícaciones deben deberse, por tanto, a la contribución de 

todas estas causas. Así, algunos compuestos aparecieron en mayor concentración en las 

fermentaciones realizadas a 15 °C. Otros compuestos se encontraron en mayor cantidad en las 

muestras fermentadas a 25 ó 32 °C. A pesar de encontrar compuestos cuya mayor 

concentración se produjo a cualquiera de los tres temperaturas de fermentación, las muestras 

fermentadas a 25 °C fueron las que en general mantuvieron concentraciones más elevadas de 

componentes de la fracción volátil. Este hecho se ve respaldado por la mayor cantidad total de 

ésteres y alcoholes encontrada en las muestras fermentadas a esta temperatura. Resulta 

importante indicar la mayor concentración de ácido acético de las muestras fermentadas a 32 

°C, pudiendo deberse este hecho a las paradas fermentativas ya mencionadas en apartados 

anteriores, que pueden provocar un aumento del picado acético de los vinos. Por todas estas 

razones la temperatura es un factor muy influyente en la riqueza final de las fracciones volátiles 

de los vinos pudiéndose aconsejar las temperaturas entre los 15 y 25 °C como las más idóneas 

para obtener vinos cuyas fracciones aromáticas sean mas ricas desde el punto de vista de la 

calidad organoléptica.

La agitación tuvo también una gran influencia sobre las concentraciones de los 

componentes de la fracción volátil de los vinos. Sin embargo, esta influencia fue siempre en el 

mismo sentido. Se encontraron diferencias significativas en 28 compuestos debidas a la 

agitación de los mostos y estas diferencias siempre apuntaron hacia un aumento de la 

concentración de los compuestos en los vinos que fermentaron en agitación. La agitación debe 

ser pues, un factor que facilite las reacciones químicas y metabólicas encargadas de producir la 

mayor parte de los componentes de la fracción volátil. El aumento de biomasa descrito en
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apartados anteriores debido a la agitación, también podría explicar estos aumentos en las 

concentraciones de compuestos de la fracción volátil, indicando además compuestos que se 

producirían de forma más activa durante el metabolismo respiratorio de la levadura.

Las inoculaciones con la cepa T73 o K. cipiculata no provocaron en general grandes 

variaciones en los componentes de la fracción volátil de los vinos producidos. En los vinos que 

fueron inoculados con la cepa T73 se encontró una significativa menor cantidad de alcoholes 

superiores y de 2,3-butanodiol y en los inoculados con 106 cels/ml de K. apiculcita un aumento 

de los ácidos grasos totales.

La adición de enzimas pectolíticos tuvo un efecto estimulante en la producción de 

alcoholes, aunque también aumentó significativamente la acidez volátil al incrementar tanto los 

niveles de ácido acético como de acetato de etilo cuando la adición fue de 50 mg/1. La adición 

de 20 mg/1 del preparado enzimático no produjo este aumento de la acidez volátil y sí los 

aumentos en ciertos componentes de la fracción volátil por lo que se puede considerar esta 

adición, como de efectos beneficiosos sobre la fracción volátil de los vinos.

La adición de vitamina C también tuvo influencia sobre numerosos componentes de la 

fracción volátil. Sin duda su carácter antioxidante puede tener importancia en la consecución 

de determinadas reacciones químicas en el mosto en fermentación, modificando por tanto las 

concentraciones de algunos de los metabolitos producidos o directamente su tasa de 

producción. Es digno de mención que en los vinos que tuvieron adición de vitamina C se 

produjo una mayor concentración de malato de dietilo, por lo que contribuyó a rebajar la 

cantidad de ácido málico, así como de ésteres de isoamilo y acetoína, compuestos considerados 

de efectos beneficiosos sobre el aroma. También se produjo una rebaja en el nivel de 

acetaldehído debido a la adición de esta vitamina por lo que se puede considerar en general que 

tuvo efectos beneficiosos sobre los vinos producidos.

Los vinos que fueron adicionados con tiamina registraron disminuciones significativas 

de 13 componentes de la fracción volátil y un aumento significativo de ácido acético, aunque 

rebajó la tasa de acetato de etilo. Esta rebaja en la concentración de algunos componentes 

puede ser beneficiosa en los casos del acetato de etilo o el ácido valérico aunque no para otros 

ésteres etílicos o el acetato de 2-fenetilo. Por tanto no se puede asumir que esta vitamina tenga 

un efecto beneficioso o perjudicial global sobre la calidad de la fracción volátil de los vinos. 

Igualmente, la adición de DAP tuvo efectos significativos en pocos componentes de la fracción 

volátil y cuando se produjeron resultan difíciles de explicar o de valorar cualitativamente.
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3.3. Experiencia OA16

Las concentraciones o valores relativos de los componentes identificados en las 16 

rmicrovinificaciones, se muestran en la tabla 20 agrupados según las principales familias 

qiuímicas. En los siguientes apartados se comentan los resultados más sobresalientes fruto del 

amálisis estadístico de estos datos.

3.3.1. Influencia de las inoculaciones con levaduras

La inoculación con la cepa T73 fue un factor de gran influencia en numerosos 

componentes de la fracción volátil. Las muestras que fueron inoculadas con esta levadura, 

presentaron cantidades significativamente más bajas de acetato de etilo, 1-decanol, ácido 

acético, y ácido hexanoico (p < 0.001); de lactato de etilo, caprilato de etilo, diacetato de 1,3- 

propanodiol, cis-3-hexén-l-ol, ácido isobutírico, ácido octanoico y las cantidades totales 

reilativas de ésteres y alcoholes (p < 0.01); y de acetato de isoamilo, acetato de amilo, 9- 

decenoato de etilo, laurato de etilo, ácido monoetilsuccínico, transo-hexén-l-ol, ácido 

vailérico 2,3-butanodiol y la cantidad total relativa de ácidos grasos(p < 0.05). Por otra parte, 

sóilo se registraron aumentos significativos de 3-hidroxibutirato de etilo (p < 0.001) y malato 

de dietilo (p < 0.05). Los resultados más significativos se representan en la figura 41, 

mostrándose el resto en la tabla 21.

La inoculación con la cepa de K. apicidcitci fue menos influyente. Así, las muestras 

inoculadas con esta levaduras presentaron cantidades inferiores de ácido hexanoico (p < 0.001) 

y de 9-decenoato de etilo, laurato de etilo, 3-metiltío-1-propanol, y-butirolactona y alcoholes 

totales relativos (p < 0.05) y cantidades más elevadas de acetaldehído (p < 0.05) y ácido 

acético (p < 0.01). Estos resultados se muestran en la figura 42.

También se encontró influyente el efecto de la interacción entre las inoculaciones con 

ambas cepas sobre las concentraciones de butirato de etilo, 9-decenoato de etilo, alcohol 

bencílico, 2-feniletanol, acetaldehído, ácido acético, ácido hexanoico, ácido octanoico y ácido 

10-undecenoico (p < 0.01). El efecto de esta interacción entre las inoculaciones sobre los 

compuestos mencionados, se puede observar en la figura 43.
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Tabla 20. Concentraciones (mg/1) o valores relativos (*) de los componentes de la fracción volátil de los vinos

Ésteres 

Acetato de etilo  
Acetato de isobutilo 

Butirato de etilo*
Isovalcriato de etilo*
Acetato de isoam ilo  

A cetato de amilo*

Caproato de etilo  
Isobutirato de isoam ilo  

Lactato de etilo  
C aprilato de etilo  

Caproato de isoam ilo*
3-H idroxibutirato de etilo  

Caprato de etilo*
Caprilato de isoam ilo* 

Succinato de dictilo  
9-Decenoato de etilo*  

Diacetato de 1,3-propanodiol*  
M alato de dietilo
4-H idroxibutirato de etilo*  

A cetato de 2-fcnctilo*
Laurato de etilo* 
N -A cetilglicinato de etilo* 

B enzoato de 2-fenetilo*
Ácido m onoctilsuccínico*  

Total ésteres*

A lcoholes

1-propanol
2 -M ctil-l -propanol 
1-Butanol

1 2 3 4

82.62 44.77 130.7 25.73

0,1421 0.0944 0,1568 0.0937
100 67.98 134.80 97.54

100 43.12 39.39 39,55

0,5093 0.3320 0.7295 0.3777

100 78.74 233.8 120,6

0.0891 0.0572 0,1101 0.0555

0,0124 0.0165 0.0277 0.0177

13,83 1.861 42,50 14.14

1.421 1,343 2,869 1.910

100 115.7 305.2 146,1

0,1915 0.2417 0,3625 0.3653
100 151,8 76,21 120.1

100 118.0 150.4 199,2
0.1307 0.0938 1,3289 0.1733

100 232.3 198.5 316.2

100 110.3 286.9 181.4
0.0988 0.0778 0.0835 0.0750

100 63.01 118.8 79.95

100 115,7 264.5 183,8
100 78.76 156,4 134,9

100 166.3 107.8 243,1

100 193,3 550.0 1422
100 67.15 532.6 135,9

100 98.73 238.0 184,7

1 2 3 4

12.23 7.903 23.63 2,576

45.32 37.71 77.41 22.26

0.1246 0.0946 0,1957 0.0645

5 6 7 8

199.7 29.20 121,5 70.23

0.1008 0.0769 0.0950 0,1550

179.10 89.84 52.49 183.19

43.39 .36.90 59.70 29,53

0.8264 0,6425 0.4272 0,4606

85.30 81,53 87.64 86,25

0.0728 0,0682 0.0589 0,0866

0.0115 0,0186 0.0087 0,0171

24.15 3.264 28.03 15.08

2,339 1.499 1,638 2.004

189.2 249.7 195,1 137.2

0.3104 0.2339 0.1770 0.3284

171.8 158.9 54.89 56.96

123.0 169.3 104,2 98.85

0.8940 0,1082 2.1827 0,0973

152.7 123.1 132.0 194.0

165.5 160.2 158,4 138.8

0.0916 0,0971 0.0724 0.0656

38.32 87.69 43.51 28.13

99.49 72.55 112,3 119.0

81.96 92.32 105,2 89.53

173,6 169.3 77.42 150.2

388.9 95.28 360,8 2257

697.4 109.7 1001 78.04

188.2 107.1 213,8 197.0

5 6 7 8

6.819 4.221 6,912 11.65

29.25 34.30 27.50 59.31

0.1017 0,0701 0.0977 0,1354

9 10 11 12

29,93 23,00 43,40 36,77

0.0808 0,0649 0.1251 0.1290

109.50 97.94 146,91 242,03
35.93 38,12 38,95 37,37

0.4582 0,3484 0.2521 0,3200

48.79 50.85 48.68 95,63

0.0761 0,0771 0,0936 0.0806
0.0171 0,0128 0,0152 0.0203

8,104 3.577 24,34 14,12
1.286 1.161 1,583 1.612
238,5 269.1 168,6 186,9

0.3445 0.4492 0.4472 0.4674
178,8 114.2 60,01 118.3
178,3 216.2 107,1 116.3

0.2085 0,1473 0.6539 0.2044

132,3 136.1 132,2 187.1

146,1 113.9 148,8 82,73
0.1093 0,1460 0,0658 0.0587

105.2 97.16 75.70 40,38
91.47 90.98 111,7 121.0

83.40 92.09 111,6 86,41

145,3 136.6 130,4 152.5

109,1 123.3 740,8 1768

102,4 92,86 203,1 79,95

112,9 108.5 155,4 185,1

9 10 11 12

8.651 6.179 9.785 5.755
32.27 31.44 35.32 30,51

0.0745 0,0732 0.0856 0.0719

13 14 15 16

74.05 41,05 23.79 18,70

0.1088 0,1257 0,1104 0,0894

96.97 90,98 49.86 43,85

69,36 45,28 29.84 62,79

0.6870 0.4458 0,0871 0,2144

84.12 59,86 62.07 81,30

0.0976 0.0959 0,0463 0,0700

0.0248 0.0182 0,0073 0,0102

10,79 2.460 7,188 10,11

1.698 1,395 1,202 1,201

303,8 202,9 70.48 58,16

0,4145 0.4253 0,2604 0.4843
233,9 136,7 181,7 89,31

220,3 121.5 82.69 88,04

0,3849 0,2119 0.7562 0.1243

169.7 152,2 194.9 120.1

144,5 89,16 95.46 77,71

0.0967 0,1441 0,0714 0.0896

81.72 128.0 52.68 92,67

120.8c 92,32 117.6 130.4

97.32 83,85 102.3 99,32

158,4 163.5 124,3 111.7

224,4 77,36 1183 664.6

207,2 88,89 305.1 76.77

151,2 110.8 158.8 111.7

13 14 15 16

11.410 8.815 5,066 3,260

37.17 39,86 15.12 15.03

0.1087 0.1236 0.0550 0.0566
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2-M etil-l-butanol 4,971 5.357 11.54 6.488 5.557 4.544 4,846 7.777 5.653 3.599 9.813 8.187 7.952 6.059 3,152 4.188

1-Hcxanol 1.436 1.300 2.081 1.562 1.369 l . l l l 1.364 1.395 1.053 0.899 1.392 1.478 1.651 1.366 0.8729 1.171

trans-3-Hexén-1 -ol 0,0614 0.0486 0,0720 0.0625 0.0667 0.0498 0.0678 0.0588 0.0511 0,0483 0.0645 0.0662 0.0574 0.0561 0.0535 0.0560

3-Etoxi-1 -propanol * 100 21.07 291.8 31.38 136.3 37.77 131.1 22.45 73.74 8.81 87.74 7,783 59.79 7.487 25.86 6.391

cis-3-H cxén-1-ol 0,0379 0.0365 0,0702 0.0462 0.0468 0,0382 0.0469 0,0372 0.0395 0,0260 0.0414 0.0367 0.0.383 0.0368 0,0248 0.0281

1-Hcptanol 0,0333 0.0289 0,0490 0.0378 0.0320 0,0305 0.0297 0,0354 0.0293 0,0300 0.03.36 0,0322 0.0335 0.0.330 0.0271 0.0284

l,l-M etilpropxi-2-propanol* 100 105,3 255.1 162.3 188.4 171.4 148.6 109.8 217.2 226.7 154.1 141.5 208.0 175.9 117.6 87,13

l-M etoxi-2-butanol* 100 194,6 86,25 101.1 238,2 273.6 44.79 63,23 215,3 206.4 64.63 171.3 179,1 174.1 116.9 165.1

3-M etiltío-l-propanol 1.073 2.567 2.696 3.545 1.310 2.865 1,256 2.640 1.835 2.823 1,918 2.398 1.812 2,174 1,397 1.933

1-Decanol* 100 385.0 573.3 778,6 404.5 520,1 226.0 551.2 107,6 153.4 270,8 3.32.3 193.4 90.17 218,1 200.3

Alcohol bencílico 0,2612 0.2780 0,3220 0.4221 0.1942 0,2765 0.1595 0.2516 0.2376 0.2374 0.2304 0.2061 0,2828 0.2639 0,2739 0,2545

2-Fcniletanol 65.89 48.87 74,95 73.14 37.23 52.70 40.72 47.57 40.58 52,45 51.35 51.55 46.81 61,74 54.70 62,28

Total alcoholes* 100 119.4 200.1 153,7 127.1 135.3 98.40 135.8 106.7 104.2 118,1 119.3 121,7 108.2 82,74 88,84

Ácidos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Ácido acético  
Ácido isobutírico 2.766 2,669 5.521 3.248 2.776 4.324 2,856 3.446 2.606 2.618 2.619 2.348 2,932 2,529 1,101 1.501

Ácido ¡sovalérico 0,8718 0.9068 2.001 1.411 0.7811 1.283 0.7706 1.456 1.196 1,519 1.659 1.249 1.061 1.079 0,7767 1,276

Ácido valérico 0.1929 0.1120 0.6740 0.3978 0.8791 0,1149 1.3218 0.1952 0.1997 0.1211 0.3782 0,2192 0.2061 0.1056 0.2939 0.3091

Ácido hexanoico 4.262 3.897 5.665 6.023 2.972 2.918 3.103 3.256 2.673 2.661 3.447 2.892 3.750 3.492 3.697 3.212

Ácido hcptanoico* 100 117,1 86.22 245,3 243.3 167.8 180,5 123.1 157.3 126.3 142.2 152.3 92.66 114.1 155.6 446.0

Ácido octanoico 2.876 2.500 2.977 4,063 2,062 2.036 2.016 2.159 1.559 1.399 1.765 1.602 2.362 1,992 2,167 2.018

Ácido dccanoico 1,1237 0.9301 0.9103 1.5977 0.7743 0,8228 0.9261 0.7404 0.7125 0.8946 0.7494 0.7219 1.1696 1.0191 1.0930 1.0564

Ácido 10-undecenoico* 100 126,5 142.5 184.7 139.0 94.6 108,2 125.5 67.0 101,6 107,9 114.1 122,1 134.5 108.2 212.8

Ácido latineo 0,1353 0.2631 0.7895 0.3037 0.2196 0,2942 0.2160 0,4966 0.1178 0,3372 0.3958 0.3761 0.2772 0.4386 0.3546 0.4366

Total ácidos* 100 95.04 213.7 150,9 153.0 110.7 165,8 125.3 82.79 102.7 127,0 110.3 108,8 108.6 104.6 157.2

O tros 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Acetaldehído
1,1-Dictoxipentano* 100 50.57 68.98 44.08 45.32 35.14 69.28 65.91 38.55 62.33 51.97 35,27 55.05 57.08 30.13 71,21

1,3-D im ctilbenceno* 100 99.68 186.7 170,0 88.79 144.3 103.3 202.2 137.3 101.6 100,8 207.7 136,5 91.7.3 107.6 108.5

Acetoína 1.859 0.2980 0,9541 0.2392 5.789 0.4766 0.5802 0.6270 0.7330 0.5720 0.2798 0.19.36 1.165 0,5572 0.1811 0.1829

2,3-Butanodiol (a) 125.1 75,94 472.8 176,1 282.2 161.7 292.9 204.4 185.5 106.8 184.8 81.92 283,6 170.3 45.19 79.54
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2,3  D u tu n o d io l (b 47.45 31,08 163.9 76.60 88.51 56.52 100.1 74.46 58.02 37.93 7.3.55 43.63 68.59 54,52 42.05 42.62

2,3-Butanodiol (c) 27.94 34.75 33.06 40.47 30.14 32.60 30.25 33,52 34.79 34.61 32.78 34.12 39.86 34,35 42,89 30.84

N-Etilacctam ida* 100 121,7 267.4 173.3 185,3 89.59 134.8 1.33.7 107.7 107.6 164,1 91,55 138.7 157,9 150.7 176.6

y-Butirolactona 1.533 1.539 2.452 2.838 1.275 1.658 1.464 2.686 1.488 1,932 2.617 3,194 2.203 1,704 2,158 1,897

N -H exilacetam ida* 100 154,7 196.5 238.9 152.2 141.8 155.3 138,9 167.1 132.9 191.5 130,7 175,7 91,43 142.0 110.2

Total 100 88.26 198.0 197,4 144.7 102.4 122.0 129,4 115,4 101.6 135.5 112,6 146.8 104,8 98.26 95.79

*Compuestos no cnantificados, en tanto por ciento respecto a id muestra # 1
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Figura 41. (sig^ue)
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Ácido acético Ácido hexanoico
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Figura 41. Inténsalos LSD para las medias de compuestos de la fracción volátil 
según el nivel de inoculación con la cepa T73

3 .3 .2  Influencia de la inoculación con Leuconostoc oenos

La inoculación con  al cepa M 42 de L. oenos provocó  un aum ento significativo en las 

concentraciones de lactato de etilo, benzoato de 2-fenetilo , tran s-3 -h exén -l-o l, ácido  

hexanoico, y-butirolactona y ésteres totales relativos (p < 0 .0 0 1 ); de 9-d ecen oato  de etilo, 

laurato de etilo, y ácidos totales relativos (p <  0 .0 1 ) y de succinato de dietilo, acetato de 2 - 

fenetilo, ácido 10-undecenoico , ácido laúrico y 1,3-dim etilbenceno (p <  0 .0 5 ). Por otra parte,
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su i inoculación, al final de la fermentación alcohólica, provocó una menor concentración de 

malilato de dietilo y l-metoxi-2-butanol (p < 0.001); caprato de etilo, y 1-decanol (p < 0.01) y 

de cacetato de isoamilo, caproato de isoamilo y caprilato de isoamilo (p < 0.05). Los resultados 

máas significativos de la influencia de la inoculación con esta cepa de bacteria láctica se 

muaestran en la figura 44, el resto se pueden observar en la tabla 22.

Tabla 21. Medias e intervalos LSD de distintos componentes de la fracción volátil 
según los niveles de inoculación con la cepa T73

Nivel inoculación T73
0 cels/ml 106 cels/ml LSD

Acetato de isoamilo 0.5381 0.3516 ±0.0639
Acetato de amilo* 109.2 66.41 ± 19.88
9-Decenoato de etilo* 181.1 153.1 ±8.811
Laurato de etilo 104.9 94.54 ±4.163
Acido monoetilsuccínico* 340.2 144.5 ±77.15
trans-3-Hexén-1 -ol 0.0610 0.0566 ±0.0015
Ácido valérico 0.4860 0.2291 ±0.1149
2,3-Butanodiol 336.7 230.3 ±33.21
Acidos totales* 139.3 112.8 8.771
*Compuestos no cuantificados, en tanto por ciento respecto a la muestra -1

La interacción entre las inoculaciones con la cepa T73 de Sacch. cerevisiae y M42 de 

L. o^enos fue significativa especialmente para el caproato de isoamilo, caprilato de isoamilo, 1 - 

penttanol, l,l-metilpropoxi-2-butanol, ácido hexanoico, 2,3-butanodiol y los ésteres y alcoholes 

totakles relativos. Los efectos de estas interacciones se muestran en la figura 45. Por otro lado, 

la imteracción entre la inoculación con K. apiculata y L. oenos fue especialmente significativa 

paraa las concentraciones de butirato de etilo, isobutirato de isoamilo, caprilato de etilo, 

caprroato de isoamilo, trans-3-hexén-l-ol, cis-3-hexén-l-ol, 1-decanol, ácido hexanoico, 2,3- 

butaanodiol y los ésteres y alcoholes totales relativos. Estos efectos se muestran en la figura 46.
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Figura 42. Intervalos LSD para las medias de compuestos de la fracción volátil 
según los niveles de inoculación con K. apiculata
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Butirato de etilo 9-Decenoato de etilo Alcohol bencílico
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Figura 43. Representación de los niveles de interacción entre las inoculaciones 
con ¡a cepa T73 y  K. apiculata.
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Figura 44. Inténsalos LSD para las medias de compuestos de Ia fracción volátil 
según los niveles de inoculación con Leuconostoc oenos cepa M42
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Tabla 22. Medias e inténsalos LSD para distintos componentes de la fracción 
volátil según los niveles de inoculación con L. oenos cepa M42

Nivel inoculación con 
L. oenos (M42)

0  ufc/ml 109 ufc/ml LSD
Caprato de etilo* 155.8 9 4 .7 ±  16.32
Acetato de isoamilo* 0 .5 3 1 2 0 .3 5 8 6 ± 0 .0 6 3 9

Caproato de isoamilo* 208 .6 158.5 ±  18.00

Caprilato de isoamilo* 155.8 118.3 ±  14.28

Succinato de dietilo 0 .2 7 2 4 0.6901 ± 0 .1 6 1 6

9-Decenoato de etilo* 149.8 184.3 ± 8 .8 1 1

Laurato de etilo* 88.71 110.7 ± 4 .1 6 3

Acetato de 2-fenetilo* 9 7 .9 0 145.0 ±  16.65

l-Decanol* 244.3 393 .8 ± 4 5 .5 3

Acido 10-undecenoico* 110.7 138.0 ±  11.78

Acido laúrico 0 .2 6 0 4 0.4211 ± 0 .0 7 5 5

1,3-Dimetilbenceno* 112.5 148.3 ±  16.98

Acidos totales* 107.7 144.3 8.771

*Compuestos no cuantificados, en tanto por ciento respecto a la muestra -1

3.3.3. Influencia de la adición de S02 y  la modificación del pH

La adición de anhídrido sulfuroso también fue un factor sum am ente influyente en las 

com centraciones finales que alcanzaron m uchos de lo s com puestos de las fracciones volátiles 

dei los 16 vinos Así, las m uestras que fueron previam ente adicionadas con  50 mg/1 de S 0 2, 

presentaron  cantidades significativam ente inferiores de acetato de etilo, lactato de etilo y ácido  

aciético (p < 0 .0 0 1 ); de succinato de dietilo, ácido m onoetilsuccín ico, tran s-3 -h exén -l-o l, 3- 

E ttox i-1-propanol, acetaldehído, 2 ,3-butanodiol, y de ésteres totales relativos ( p <  0 .0 1 ); y de 

duacetato de 1,3-propanodiol, laurato de etilo, c is -3 -h ex én -l-o l y ácido valérico ( p <  0 .05). 

P o r  otro lado se encontraron cantidades significativam ente superiores de 3-hidroxibutirato de 

etiilo, 9 -decenoato  de etilo, N -acetilglicinato de etilo, benzoato de 2-fenetilo  y 1 -decanol (p <  

0.(05).

Debido a la m odificación del pH, al finalizar la ferm entación alcohólica y m om entos  

am tes de la inoculación con la bacteria láctica, no produjeron excesivos efectos sobre los  

co>mponentes de la fracción volátil de los vinos. Tan só lo  se encontró una m ayor cantidad de 

buitirato de etilo, 9 -d ecen oato  de etilo, benzoato de 2-fenetilo , y de ésteres totales en lo s vinos
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a pH 3.5 (p <  0 .0 5 ) y una m ayor cantidad de isovaleriato de etilo , y ácido decanoico  en los 

vinos a pH 3 .2. N o  sé encontraron efectos significativos de la interacción del pH con  ninguna 

de las otras variables.

(apronto (le isimnalo ( aprilato de isoanilo 1,1 -metilpropoxi-2-butiinol

2 1 'Mi

sin
T73

con
T73

■ con L. oen. *  sin L. oen.

2(n > -
i yo *

00 -

T“3
con
T73

■ con L oen. —• — sin L oen

_  200  *

s, 100 -

50 |  

0 4-
sin
T73

con
T“3

■ con L. oen. * sin L oen.

Acido hevanoico 2 J-Butanotiol Esteres totales

450 -r

2.0
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T’ 3
conT73

■ con L. oen. # sin L oen.

350

150
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T’ 3
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T- ,3

- con L. oen. —fl— sin L oen

60 -
2 ! 4u -

, §

') 1

#
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T73 T“3

— con L. oen 4 - sin L. oen.
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150 T

140 ¿

s 130 -
O
M« lio

9 90 -

sin
tñ

con
173

- con L. oen. • — sin L. oen. 1

Figura 45. Representación de los niveles de interacción entre las inoculaciones 
con la cepa T73 y  L. oenos cepa M42
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Figura 45. (Sigue)
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Figura 46. Representación de los niveles de interacción entre las inoculaciones 
con la cepa T73 y  L. oenos cepa M42

El e fecto  de la interacción entre la adición de sulfuroso y la inoculación con la cepa  

T 73, fue significativo para la concentración de acetato de etilo, lactato de etilo , 9 -d ecen oato  de 

etilo , tran s-3 -h exén -l-o l y  ácido acético. Así m ism o, el efecto  de la interacción entre la adición 

de SO : y la inoculación con K. apiculata fue significativo para la concentración de 9- 

decenoato  de etilo v acetaldehído. E stos efectos se muestran en las fisuras 48 v 49.

3 .3 .4 . Discusión

La experiencia O A 16, por ser a temperatura constante y sin agitación de los m ostos, 

carecía de las d os principales fuentes de variabilidad encontradas en la experiencia anterior, por 

lo tanto, resulataba idónea para estudiar, con mayor precisión, el papel de las variables 

m icrobiológicas sobre la com p osición  de la fracción volátil de los vinos. A sí, se ha podido  

com probar com o algunos de los e fecto s  de la inoculación con  la cepa T73 de Scicch 

cerevisiae, se reafirman en esta experiencia. Esta influencia fue en el sentido de rebajar la 

cooncentración  de gran número de com ponentes de la fracción volátil y también, de forma 

significativa, lo s a lcoholes y ésteres totales en valor relativo. Entre los com p u estos que 

presentaron una dism inución en su concentración tras la inoculación con  la cepa T 73, se 

encontraban el acetato de etilo y el acético. Am bas dism inuciones fueron muy significativas ya  

que y de gran relevancia sobre la calidad del vino, ya que los vinos que no fueron inoculados  

presentaron cantidades excesivam ente elevadas de am bos com puestos.
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Figura 47. Inténsalos LSD para las medias de compuestos de la fracción volátil 
según los niveles de adición de SO 2

Por tanto, cabe asignarle a la inoculación con T73 una clara influencia sobre la dism inución del 

perfil arom ático de los v inos obtenidos, aunque se justificaria am pliam ente su em pleo por la 

m enor concentración de ácido acético , acetato de etilo  y los ácidos valérico, hexanoico y 

octan o ico  que se hallaron en los v inos inoculados.

Tabla 23. Medias e inténsalos LSD de distintos componentes de la fracción volátil 
según los niveles de adición de SO2

Nivel adición de SO:
0 mg/1 50 mg/1 LSD

3-Hidroxibutirato de etilo 0 .3135 0 .3 7 4 4 ± 0 .0 2 3 3
9-Decenoato de etilo* 151.5 182.6 ± 8 .8 1 2

Diacetato de 1,3-propanodiol* 155.7 119.3 ± 1 1 .9 7

Laurato de etilo* 104.8 9 4 .6 ± 4 .1 6 3

N-Acetilglicinato de etilo* 127.1 161.6 ±  14.14

Benzoato de 2-fenetilo* 45 7 .2 8 25 .2 ±  147.7

cis-3-Hexén-l-ol 0 .0 4 3 2 0 .0 3 5 7 ± 0 .0 0 2 9

1-Decanol* 2 6 1 .7 376.3 ± 4 5 .5 3

Ácido valérico 0 .5 1 8 2 0 .1 9 6 9 ± 0 . 1 1 4 9

*Compuestos no cuantificados, en tanto por ciento respecto a la muestra ~ I

La inoculación con la cepa de K. apiculata no produjo una aum ento significativo de 

com p u estos de la fracción volátil tal y com o era de esperar segín resultados anteriores en 

ferm entaciones realizadas sobre m osto  estéril (Gil et.al., 1996). A sí, se produjo un aumento 

significativo de acetaldehído y ácido acético  hasta valores que hacen peligrar la calidad de los 

vinos obtenidos y un rebaja en la concentración de algunos ésteres y  de los alcoholes
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siuperiores relativos. Tan só lo  la m enor concentración de ácido hexanoico y 3 -m etiltío -l-  

prropanol pueden considerarse com o efecto s  beneficiosos de la inoculación con K. apiculata, 

dáándole por tanto, en esta experiencia un papel global negativo para la calidad de los vinos  

prroducidos.

V ce tuto de etilo l^ictato de etilo 9-Decenoato de etilo

140 -  
*

120  -  

100 -  

80 * 

60 r 

40 

20 4-
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T’ 3
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1
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T’ 3
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T'3
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Figura 48. Representación de los niveles de interacción entre la inoculación con la 
cepa T73 y  la adición de SO2

Se ha dem ostrado, en otras ocasion es, que esta cepa de K. apiculata puede influir 

{positivam ente en el aum ento de la fracción volátil de los v in os (Gil et a/., 1996) aunque, no 

ccalbe duda que su inoculación siem pre puede resultar problem ática debido a problem as en su 

iirmplantación y a su m ayor capacidad de aum ento de la acidez volátil. A  partir del estudio de 

llass interacciones entre las inoculaciones con las cepas de alto y bajo poder ferm entativo, se 

fprnede deducir que los aum entos de ácido acético  y acetaldehído debido a la inoculación con K. 

capá culata, no se producen cuando también ex iste  inoculación con la cepa T73. Es necesario  

fpo>r tanto alcanzar un m avor conocim iento acerca de la conveniencia de la inoculación con
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cepas debajo poder ferm entativo en función de la población auntóctona de los m ostos, y de la 

inoculación de los m ism os con  cepas seleccionadas de alto poder ferm entativo, así com o el 

m om eto idóneo para la inoculación de ambas.

9-Decenoiito de etilo Acetaldehído

£ 60 i

2
8

1 :0  1

1 1V1 ]

<

1 rtrt

r—---------------
♦

sm con sm con
K.ap K.ap. K.iap K ap

—♦— con 902 •  sm S O --* — con 902 • — sin 902

Figura 49. Representación de los niveles de interacción entre la inoculación con K.
apiculata y  la adición de SO2

La inoculación de L. oenos cepa M 42, sí produjo un aum ento global de los ésteres  

relativos, aunque se produjeron dism inuciones de caprato de etilo , y de los ésteres de isoam ilo, 

adem ás de un aum ento de los ácidos Por tod o  ello , la inoculación de una cepa láctica con  

objeto de degradar el ácido m álico de los v inos, puede aportar carácteristicas deseables a los 

vinos al aumentar los esteres en su conjunto, aunque podrían tener suma importancia las 

dism inuciones ocasionadas en los ésteres de isoam ilo, que confieren a los vinos aromas 

agradables. Estas dism inuciones de esteres de isoam ilo fueron especialm ente acusadas en los  

vinos que habían sido inoculados con  la cepa T73 y las cantidades g lobales de ésteres, 

alcoholes relativos y 2 ,3-butanodiol fueron más altas en las m uestras inoculadas con  la bacteria 

láctica pero sin la cepa T 73, por lo que cabe asignar un papel muy im portante a la relación  

entre la inoculación de los m ostos con  levadura seleccionada y la posterior inoculación con  

cepas de bacterias lácticas. También se encontró una gran relación entre las inoculaciones con  

K. apiculata y la cepa láctica M 42. L os vinos inoculados con  K. apiculata y con  L. oenos 

produjeron cantidades significativem ente más bajas de varios com p u estos tales com o 2 ,3 -  

butanodiol, caproato de isom ailo, isobutirato de isoam ilo, caprilato de etilo o  lo s alcoholes y 

ésteres totales. T od os esto s  com p u estos se encontaron en m ayor concentración en las muestras 

que habían sido incoculadas só lo  con la cepa M 42. E sto  indica que las m odificaciones causadas
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en el medio por la inoculación con K. apiculata provica cambios notables en la producción de 

compoenetes de la fracción volátil por parte de las bacterias lácticas.

El sulfitado de los mostos tuvo una mayor influencia sobre los componentes de la 

fracción volátil que en la experiencia OA27. El sulfitao tendió a disminuir las concentraciones 

de acetato de etilo, ácido acético y acetaldehido, por lo que se le puede atribuir un papel 

beneficioso de control sobre la microbiota del mosto, aunque también se dió una disminución 

de los ésteres totales y de 2,3-butanodiol. La interacción entre la adición de SO2 y la 

inoculación con la cepa T73 fue importante, ya que las muestras no sulfitadas y no incouladas 

con esta cepa, sufrieron importantes aumentos en la concentración de acetato de etilo y ácido 

acético. Sin embargo cuando existió inoculación y/o adición de sulfuroso, las concentraciones 

de estos compuestos permaecieron bajas. Del mismo modo la adición de S02 y la inoculación 

con K. apiculata provocó concentraciones elevadas de acetaldehido, no encontrándose este 

aumento cuando no se realizó ni inoculación con esta levadura ni sulfitado y cuando se realizó 

la inoculación en los mostos que fueron adicionados con SO2 .
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1. Temperatura de fermentación

La temperatura de fermentación fue un factor muy influyente en el crecimiento de las 

levaduras y ten la velocidad de la fermentación. El valor más elevado fue causa de paradas 

fermentativas y el valor más bajo provocó que las velocidades de crecimiento de las levaduras 

y fermentación fueran más lentas.

Fue Ha variable que influyó significativamente en más componentes de la fracción 

volátil, quedando en evidencia que la temperatura de 15° C no produjo, en general, 

concentraciones más elevadas de los compuestos, siendo la temperatura de 25 °C la más 

adecuada tanto para la mejora de la fracción volátil como para la velocidad de fermentación.

2. Agitación y oxigenación

La oxigenación de los mostos no produjo grandes variaciones sobre los parámetros 

fermentativos estudiados ni sobre la fracción volátil. Sin embargo, la agitación provocó un 

mayor crecimiento de las levaduras en las primeras fases de la fermentación que este mayor 

crecimiento se reflejara en una mayor velocidad de fermentación, por lo que se pone de 

manifiesto que la aireación incrementa la fase aerobia y el aumento de biomasa. Estos efectos 

se reflejaron en una mayor concentración de gran parte de compuestos de la fracción volátil en 

los vinos que fermentaron con agitación.

3. Inoculación con levadura seleccionada y con levadura de bajo poder fermentativo

Los mostos inoculados con ambos tipos de levaduras concluyeron la fermentación con 

un menor número de levaduras viables, dejando de manifiesto la gran influencia ecológica de 

las inoculaciones. La levadura seleccionada T73 produjo fermentaciones más rápidas en las dos 

experiencias realizadas, mientras que la inoculación con levadura apiculada tan sólo en una de 

ellas, en la que se aclimató mejor. Existió una clara interacción entre ambas levaduras tanto en 

cuanto a su influencia en el crecimiento de las poblaciones, en los azúcares residuales y en la 

producción de numerosos compuestos volátiles. La levadura seleccionada provocó una mayor 

cantidad de azúcar residual en una de las experiencias y una menor concentración de números 

componentes de la fracción volátil, aunque su empleo rebajó muy significativamente las
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cantidades de acetato de etilo, y ácido acético. La inoculación con K. apiculata no produjo un 

notable enriquecimiento de la fracción volátil de los vinos.

4. Adición de vitaminas y fosfato diamónico

Las adiciones de estos suplementos a los mostos no influyeron notablemente en el 

crecimiento de las levaduras ni en la rapidez del proceso fermentativo por lo que, los mostos 

empleados no presentaron problemas de carencia de estos factores nutricionales. La adición de 

vitamina C tuvo provocó una mayor riqueza aromática de los vinos y rebajó el nivel de 

acetaldehido, por lo que se le puede otorgar un papel beneficioso. Las adiciones de tiamina y 

fosfato diamónico influyeon en la concentración de algunos componentes de la fracción volátil, 

pero no tuvieron un efecto global sobre la calidad del vino.

5. Adición de SO:

La adición de SO2 produjo efectos significativos sobre el crecimiento de las levaduras y 

sobre la velocidad de la fermentación cuando se empleó una concentración de 100 mg/1 y no 

para 50 mg/1. En una de las experiencias tuvo una notable influencia en numerosos 

componentes de la fracción volátil y reduciendo significativamente el acetato de etilo, ácido 

acético y acetaldehido. Las interacciones del SO2 con las levaduras inoculadas fueron 

significativas para la reducción de estos compuestos.

6. Inoculación de L. oenos

La inoculación de L. oenos al final de la fermentación alcohólica, provocó un aumento 

de numerosos compuestos de la fracción volátil de los vinos y en concreto de los ésteres y de 

los ácidos. Se dieron interacciones significativas entre las inoculaciones con las levaduras y L. 

oenos, produciéndose en general una mayor concentración de ésteres y alcoholes en los vinos 

que siendo inoculados con L. oenos, no lo habían sido previamente con la levadura 

seleccionada T73 o K. apiculata.

Página 126



CONCLUSIONES

7. Cdonclusión general

Mediliante la aplicación de diseños de experimentos basados en matrices ortogonales, se ha 

podiddo evaluar los efectos de múltiples variables enológicas sobre el proceso de vinificación y 

sobree la fracción volátil de los vinos. Los resultados obtenidos nos indican que este tipo de 

técnidcas, de fácil aplicación y análisis, son apropiadas para realizar estudios más concretos en 

bodegga con la finalidad de reducir al máximo la influencia del azar en los procesos de 

vinifiácación y conocer el verdadero papel de las manipulaciones y tratamientos que actualmente 

se reealizan. Estos análisis nos permitirán conocer la importancia de las variables introducidas, 

que nniveles de actuación para esas variables son los óptimos y predecir las características del 

prodüucto acabado para los niveles ensayados.
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