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RESUMEN

La Quebrada de Humahuaca constituye una region vitivinicola en vias de desarrollo que
emerge del noroeste argentino. En ella, la combinacién de altitud, amplitud térmicay tipos de suelo,
son particulares, brindando las condiciones necesarias para el cultivo de Malbec y la obtencidon de
vinos tintos de gran calidad. Sin embargo, estas caracteristicas climaticas y edaficas favorecen una
alta acumulacién de azucares en las uvas, resultando en vinos con niveles elevados de etanol. Este
suceso, agravado por el cambio climatico plantea desafios enolégicos, sensoriales, microbioldgicos
y comerciales que requieren estrategias de reduccidon innovadoras y sustentables.

El presente trabajo evalla la estrategia fermentativa para la reduccion del contenido
alcohdlico en vinos Malbec elaborados en la Quebrada de Humahuaca, Jujuy, mediante el uso
combinado de levaduras nativas Saccharomyces y no-Saccharomyces. Se aplicaron cuatro
tratamientos fermentativos: monocultivo de S. cerevisiae comercial (COM), monocultivo de S.
cerevisiae autdctona MP (S), co-inoculacién de M. pulcherrima autdéctona y S. cerevisiae autdctona
(CO), e inoculacién secuencial de M. pulcherrima autdctona y S. cerevisiae autéctona (SE). Las
determinaciones analiticas de los vinos obtenidos incluyendo, pH, acidez total y volatil, azUcares
residuales, acidos orgdanicos y contenido alcohdlico, mostraron valores tipicos, en todos los
tratamientos. El andlisis colorimétrico CIELAB no mostrd diferencias de saturacién, visualmente
apreciables respecto al tratamiento control. El tratamiento SE logré una reduccién significativa de
etanol (2,11% v/v) sin comprometer la composicion fendlica ni la estabilidad cromatica de los vinos.
Este estudio afirma que la inoculacidn secuencial con levaduras nativas representa una herramienta
enoldgica efectiva y viable para la produccién de vinos de menor graduacion alcohdlica, con

potencial para fortalecer la identidad regional de los vinos de altura, de la Quebrada de Humahuaca.
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ABSTRACT

The Quebrada de Humahuaca constitutes a developing wine-growing region, emerging from
the northwest of Argentina. In this region, the combination of altitude, thermal amplitude, and soil
types provide the necessary conditions for the cultivation of Malbec and the production of high-
quality red wines. However, these climatic and edaphic characteristics favor a high accumulation of
sugars in the grapes, resulting in wines with elevated ethanol levels. This phenomenon, intensified
by climate change, presents oenological, sensorial, microbiological, and commercial challenges that
require innovative and sustainable reduction strategies.

This work evaluates the fermentative strategy for the reduction of alcoholic content in
Malbec wines produced in the Quebrada de Humahuaca, Jujuy, through the use of native
Saccharomyces and non-Saccharomyces yeasts. Four fermentative treatments were applied:
monoculture of commercial S. cerevisiae (COM), monoculture of native S. cerevisiae MP (S), co-
inoculation of natives Metschnikowia pulcherrima and S. cerevisiae (CO), and sequential inoculation
of natives M. pulcherrima and S. cerevisiae (SE). The analytical determinations of the resulting wines,
including pH, total and volatile acidity, residual sugars, organic acids, and alcoholic content, showed
typical values for Malbec wines in all treatments. The CIELAB colorimetric analysis showed no
visually appreciable differences in saturation compared to the control treatment. The SE treatment
achieved a significant ethanol reduction (2.11% v/v) without compromising the phenolic
composition or color stability of the wines. This study affirms that sequential inoculation with native
yeasts represents an effective and viable oenological tool to produce wines with lower alcohol
content, with potential to strengthen the regional identity of high-altitude wines from the Quebrada

de Humahuaca.

VI



KEYWORDS

Alcohol reduction
Native yeasts
Phenolic compounds

Quebrada de Humahuaca

VII



iNDICE

DEDICATORIA. ...ttt ettt ettt ettt et e te e etteea e eate e st e eseeeaseease e beeeseeemseanseeaseeenseenseaseeaneeanneans 11
AGRADECIMIENTOS ......cuiiiititteitieete et etteete vt esteesttesbeesbeasttassseasseasseesssessseasseasseessseasseesseasssessseanseeses il
RESUMEN L.ttt et b e ettt e bt e e b et s et e bt e bt e ea bt e bt e bt e sbeesabe e bt e saeesateenbeeaeas v
PALABRAS CLAVES ...ttt ettt ettt ettt e et e eat e et e e bt e sbeeeateeteesbeeeneeanseeteesseeannens \Y%
ABSTRACT ...ttt ettt ettt ettt e bt et e e st e eabeenbe e st e enseeaseen st e st e ea bt ente e st e enneenbe e neaenneenbeenteenneas VI
KEYWORDS ...ttt ettt b e e ettt e bt e sh et e e bt et e bt e eat e et e e bt e nbeesabeeabeenbeenbaes VIl
INDICE ... VIII
LISTA DE TABLAS ...ttt ettt ettt ettt et e et et e e e teeeet e e bt e bt e ebeeemteeseesbeeenseenseaseesseeannans X
LISTA DE FIGURAS ..ottt ettt ettt et e sttt et et e e e st e eabeease e seeeseeeaseenseesseeenseenseanseenseesnneans X
TINTRODUGCCION ..ottt 1
L ANEECEAGIIEES ...ttt ettt ettt ettt et h bttt e bt e sh et e et e e bt e sh bt eabeembeesbeesabeenbeenbeesaneeanean 1
L.1. VIHICUITUIA @1 JUJUY .ottt ettt ettt ettt e ettt e et e e st e e eaee e e st e e e bt e e smteeeanteeeans 1

1.2. Caracteristicas de los vinos de 1a Quebrada ..............ccooeviuiiiiiiiiiiieeeeee e 4

1.3. Composicion QUIMICA de 1a UVA........ccueeruiiiriieiiiee et eiee et et e et e e e e e ebeeesaeessaeessaeesnseesssseeanes 6

1.4. Efecto de la altitud sobre el comportamiento fisicoquimico de la uva y el vino............cccceeevveeerneennns 7

1.4.1 TImpacto de 1a altUra..........c.oooiiiiiiie ettt e et e e et e e s eee e eneee e 7

1.4.2 Efecto de la temperatura del @Ir€..........cocueereiriiiiieiiiiniieiie ettt 8

1.4.3 Efecto de 1a radiacion UV .........coiiiiiiiiiiieiieeee ettt e e 8

1.4.4 UDIcacion GEOZIATICA........cuiieruiieiiii ettt ettt e et e et e e e beeestbeeeabeeenbaeesssaeessseeesseens 9

1.5 El efecto combinado del estado hidrico del suelo y de 1a vid. ........coooouiieiiiiniiiiieee e, 10

1.6 Cambio climatico y calentamiento global..........cc..coociiiiiiiiiiiiiiiiiiicee e 10

1.6.1 Vinos desequilibrados y de alto contenido alcohOliCo ..........cevveiiriieiiiiieeiiieciee e 10

1.6.2 Cambio CHIMALICO .....eeeiiiiiiiieiiiie ettt et e sttt e st e e et e et e e bt e e enbeeenees 12

1.6.3. Consecuencias del deSeqUIlIDIIO .........cocuierueiriiriiieiiiniciiceit ettt et 12

1.6. Estrategias para la reduccion de alcoOnOL ...........cocviiiiiiieiiieeciieeice et 15
1.6.1. Estrategias prefermMentatiVas .........cueeieveieiuieerieeiiieeereeeereeesireeestseesraeessreeeseseeesssessssseessseeensnes 15

1.6.2. Estrategias poStfermentativas...........ooiuiiiiiiiiiiie ettt 16

1.6.3. Estrategias fermentatiVas ..........cocueeiiireritieeiiieeeiiee et tee ettt ett e et e et e et e e st e e sneeeenneeesneeeeneens 17
1.6.3.1. Uso de cepas de levaduras modificadas............ccooveeviieiniiieiniieeiee e 17

1.6.3.2. ReduccCion de DIOMASE .......cc.uieuieiieiiie ettt ettt ettt ettt st e saeeseee e 17

1.6.3.3. Fermentacion detenida o Hmitada ..........ooceeiiiiiiiiiiiiiiie e 18

1.6.3.4. Uso de levaduras N0-SACCAAromyCes ............cccoovcueeeeieeeiiieeiieeeiee e eeeeesee e 18

1.7. Levaduras en la fermentacion alcONOIICA ..........coouiiiiiiiiiiiiiiiitceceeee e 19
1.7.1. Levaduras aULOCIONAS ........ueeirutieiiiieriiteeriiieeiteesttee st e e sttt e ettt e st ee st eesabee e bt eeebbeesabeeeenbeeenenes 19

1.7.2. Levaduras del género MetSCARIKOWIA ..............coeueieiueeiaiiieeie ettt 20

2. Formulacion y fundamentacion...........c.ceecueeiiireriiieeeiieeieeeieeeeiteesiee et e eiaeessaeesneeesnseesseeesnneesnnaens 22

3. ODJEtiVOS A€ ESLUAIO. ... eeeuiieiiiieeiieeeiee ettt e ettt e et e ettt e e et e esteeessbeeessseessseesssaeesssaeessseeenssaesnsseesnseeanns 24



3.1, ObBJEtIVO GENETAL......ccviieiiiieiiieeciee et ee et e et e e ebee et eestaeeesbaeessseeestbeeessseesssaeesssseessseeesssaeensseesnseens 24

3.2. ObJEtiVOS ESPECITICOS ..vviiiuriiiitiieiiieeiiee ettt ete e et et e et e e et e e eate e e tbeeetseeessaeesssaeessseeessseesssseesnneeas 24

T 1010 1] PSS 24
4.1, HIPOtESIS GENEIAL:......ccuiieiiii ettt e e et ee et e e st e e st e e s et eeetteeeasbeesasaeesnseeenneeensseeenseeennnes 24

4.2, HIPOLESIS CSPECITICAS ..e.vvvieiriieiiieeiiie ettt e ettt e st e et ee et e e steeessbeeesaseeestbeesssseeassaeensseeensseeessseenssseennses 24

IL. MATERIALES Y METODOS........cooviiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeese s ees s senes s s sessenes s s 25
L MAteTial VEZETAL......eeiiiiiiiiiieii ettt ettt ettt ettt st et ettt et 25

2. Microorganismos empleados y disefio eXperimental............ccccvveeeiiieriiieniieeiiieeiee e 25

3. MICTOTEIMENTACIONES .....eeueteeuiietieeiie et et ettt et et e et e e bt et e e s et en bt e bt e aseesabeembe e bt e saeeenbeenbeeaseesnbeenbeanaeas 26
4. Control microbioldgico de 1as fermentaciones. ..........cueeeruueeriiieeriiieniie ettt 27

5. Control de implantacion-pureza de INOCULO ........cc.ceriiiiiiiiiiniinieiieeeee ettt 27

6. Determinaciones aNalitICAS. .........uevueiueertieriiiteete ettt ettt et st 29
6.1. Determinacion de parametros generales de MOSLOS ......ccouueerieieriiiiniieeiee ettt 29

6.2 Determinacion de parametros generales de 10S VINOS .....ooueiiiiiiiiiiiiniie e 30

6.3. Determinacion de parametros fenolicos generales y analisis de COlOT..........cccvvvveiierciieiniieeiee e, 30

7. Analisis estadistiCo de 108 daAOS: ......eouiertiiriiiiieiieee et 31
III. RESULTADOS Y DISCUSION ........coovimiiieeieeeeeeeeeeeeeee e eee et 32
1. Parametros analiticos de mOoStos MalDEC ..........ooiiuiiiiiiiiiiieeie e 32

2. Crecimiento de las levaduras y cinética fermentativa ............cc.eeeevveeriieeniieenieeeiee e eseee e e seeee s 33

3. Parametros analiticos de 108 VINOS MalDEC ........cocuieriiiiiiiiiiiieiie e e 37

4. Pureza de in6culo y control de implantacion .............cc.eieruiiiiiiiniiienie e 41

5. Determinacion de pardmetros fenolicos SEenerales ..........c.oeeiuiieiiieiiiieiiie et 43

6. ANALISIS A& COLOT ...cutiiiiiiiiiieeite ettt ettt et et e s bt e st et e bt e sbaesabeenaees 47
6.1 DIfErencia de COlOT.......oiuuiiiieiiiiie ittt ettt et e b ettt et e bt et e b e bt st eabeenaeas 49
TV. CONCLUSIONES. ...ttt ettt ettt et e et e e bt e st e ese e e be e bt e st e enseenbeanseesnseenseanseasneesnseanseenneas 50
V. BIBLIOGRAFIA ... 52

IX



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Variedades Tintas cultivadas en Jujuy, hectdreas, durante el 2024 ..........ccccovvveeeeeecnrnnenn.. 3
Tabla 2. Volumen alcohdlico en vinos de bodegas jUjenas ........ccccccuvveeeeeiiiiiiieee e, 5
Tabla 3. Programa de PCR-Interdelta Utilizado........c.cuvereiveeieie e st 29
Tabla 4. Pérdida de Peso expresada en g de CO,/100mL al 7° dia de fermentacion.................... 35
Tabla 5. Pardmetros analiticos generales aplicando estrategias fermentativas..........cccccoevnnneen. 37
Tabla 6. Valores de probabilidad (ANOVA) para parametros fendlicos y de color

obtenidos para las estrategias fermentativas evaluadas. ..........ccccoveeeeeiiiiiiiiee e, 43

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. indice de Winkler (grados-dia acumulados). Zona de Quebrada, Provincia de Jujuy ...... 4
Figura 2. Bodega Vifas del Perchel, Tilcara, JUJUY......coeoieueeiecece ettt et ste e e e e 25
Figura 3. Evolucidn de las poblaciones de levadura (Log UFC/mL) y produccién de CO, (g/100

mL) durante la fermentacidn de vinos Malbec. ......cocoovieiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e, 33
Figura 4. Gel agarosa 1,2 % de patrones PCR Interdelta de colonias aisladas en etapa final

(o LN I =T g g =T o =Yl [o o [T SRR 41
Figura 5. Parametros fendlicos globales de vinos Malbec obtenidos aplicando estrategias
fermentativas en 1a VINIfiCaCion. ........oooii e 44
Figura 6. Parametros CIELAB de ViNOS MalbeC ........ccoocuiiiiiii i 47
Figura 7. Diferencias de ColOr (AE™ap) ..cuuuriieiiiiiiiiieeeeciiieee e e ettt e e e e esire e e e e e eebare e e e s seareaeeeeeseanes 49



I INTRODUCCION

1. Antecedentes
1.1. Viticultura en Jujuy

La provincia de Jujuy pertenece a la Region vitivinicola NOA (noroeste de Argentina), con un
volumen de produccidn del 0,2 % s/total, representado en 38 vifiedos con un tamafio medio de 1,9
ha, con gran proyeccion de desarrollo. En la dltima década, la superficie implantada crecié un 700%,
con una produccidn aproximada de 243500 kg en el afio 2024 (INV, 2024).

En Jujuy destacan dos zonas productivas bien diferenciadas, la region Quebrada de
Humahuaca con un 77% de superficie implantada de vid y la regién Valles templados con el 23%
restante. Sus diferencias climaticas, generan productos vitivinicolas diversos dentro de la provincia
(Gobierno de Jujuy, 2023).

La regién de Valles templados comprende los departamentos Dr. Manuel Belgrano, Palpal3,
El Carmen y San Antonio, y se ubica en un area de transicion entre los climas dridos y subtropicales,
siendo un valle humedo, de clima templado en invierno y cdlido en verano, con registros de
temperaturas medias y una altura promedio de 1100 msnm. Las precipitaciones son de régimen
monzdnico con registros anuales que se estiman entre 500 y 1200 mm. La zona productiva
vitivinicola se encuentra dentro de los departamentos de El Carmen y San Antonio. Los sistemas
productivos son del tipo empresarial, diversificando las producciones tradicionales de la region
como el cultivo de tabaco (Curzel y Paredes, 2021).

La region de Quebrada de Humahuaca esta ubicada en la zona semidrida de la provincia y
abarca los departamentos de Tilcara, Tumbaya y Humahuaca, y abarcan una superficie de 9.079 km?
gue representan el 17% del territorio provincial (INDEC 2010).

El clima es subtropical seco ya que la humedad de las masas de aire atlantico se descarga en
los faldeos orientales de las sierras, por lo que las precipitaciones anuales son escasas (Trillo, 2023),
con elevada frecuencia de heladas. Los indices bioclimaticos cladsicos ubican al sector con mayor
altitud (Humahuaca), al limite de las posibilidades para cultivar vid.

La region productora tiene una temperatura media de 7,9°C. El clima anual se ve afectado por
las caracteristicas del relieve de la Quebrada que origina variaciones en las temperaturas promedio
alo largo de toda su extension, y descienden casi 4°C por cada mil metros de ascenso (Trillo, 2023).
Poseen gran amplitud térmica entre el diay la noche, con un promedio diario de 13,2°C. Los eventos

climaticos extremos se manifiestan en la frecuencia anual promedio de 3 dias con temperaturas
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superiores a los 35°C y frecuencias promedio de 141 dias con heladas meteoroldgicas, sobre todo
en los meses invernales (OVA, 2024).

Los suelos de la region, Quebrada de Humahuaca se encuentran en terrazas bajas modificadas
por el agua de rios y arroyos, con depdsitos de sedimentos transportados tanto por la gravedad
como por corrientes fluviales. Predominan suelos del Orden Entisoles, con una diferenciacion
incipiente de sus capas, con alto porcentaje de suelo desnudo, abundantes fragmentos liticos
gruesos y amplias zonas de acumulaciones de arena. Los suelos proximos al alveolo del Rio Grande
con agua infiltrada cercana a la superficie suelen ser Haplustoles fluvénticos, de alta fertilidad y
abundante materia organica. En general el pH es ligeramente alcalino, y los suelos no son salinos ni
sddicos. Poseen contenidos medios a bajos de calcareo total y yeso total en concentraciones medias
(OVA 2024).

La viticultura se desarrolla en diferentes localidades de los 3 departamentos de esta regién,
como Tumbaya Grande, Purmamarca, Maimara, Huacalera, Chucalezna y lugares mas extremos
como Ocumazo. Se la conoce “zona productora de vinos de altura” desde que inicia en 2000 hasta
mas de 3000 msnm (Gobierno de Jujuy, 2023).

En el extremo Norte de la zona productiva (3290 msnm) se evidencia mayor evolucion
pedogenética, con acumulacién de materia orgdnica en el horizonte superficial, y altos contenidos
de nitrégeno total, destacando buena capacidad de retencion de agua. Por su parte, los suelos de
Purmamarca (~ 2300 msnm) son de textura franco-arenosos, calcareo-yesosos, no salinos ni sédicos.
A profundidades variables, se presenta una coloracién rojiza, correspondiente a arcillas ricas en
6xido férrico. Tienen bajo contenido de materia organica y contenido medio de nitrégeno total.
Hacia el oeste (~ 2000 msnm) los suelos son mas profundos hasta el subsuelo pedregoso, de textura
mas limosa hasta el metro de profundidad, de coloracidn rojiza (OVA, 2024).

Enlaregion de la Quebrada existen al menos 120 productores con dos sistemas de produccion
muy diferenciados, uno responde a un sistema empresarial con superficies cultivadas que llegan a
las 12 ha, con innovacién en tecnologia y equipo de asesores técnicos especializados. El otro,
responde a un sistema de produccién diversificado, complementaria a la produccién principal
horticola—ganadera, de familias campesinas, indigenas y agricultores familiares con superficies que
no superan las 2 ha de produccidn vitivinicola, con manejo sustentable y produccién de vinos
artesanales con identidad cultural, los cuales son asistidos por instituciones estatales y trabajo

asociativo entre productores. (Avalos, 2024).



Ambos sistemas productivos poseen variedades de alta calidad enolégica, con un 85% de
vinos con mencién varietal (INV, 2024): Se verifica un predominio de implantacidn de tintas y gran
preferencia de Malbec (Tabla 1). El sistema de conduccién de las plantas es en espaldero y en menor
medida en parral. El riego varia entre riego por goteo y superficial por surco, abastecidos tanto por
el Rio Grande y por agua subterranea mediante pozos y reservorios de agua. Las labores culturales
realizadas a largo del ciclo de los vifiedos son manuales al igual que la cosecha, con una gran

demanda de mano de obra especializada (Avalos, 2024).

TABLA 1. Variedades Tintas cultivadas en Jujuy en hectareas, durante el 2024 (INV 2024)

Variedad Tilcara Tumbaya Humahuaca
MALBEC 17,82 6,06 2,67
SYRAH 4,82 2,51 0,84
CABERNET FRANC 4,24 2,5 -
CABERNET SAUVIGNON 1,98 1,12 0,12
MERLOT 1,06 0,01 1,25
TANNAT 1,44 0,08 0,01
PINOT NEGRO 0,21 0,4 -
PETIT VERDOT 0,36 0,43 0,05
BONARDA - 0,52 -
TEMPRANILLO - 0,14 -
CARMENERE 0,2 - -
MARSELAN 0,03 0,27 -
MONASTRELL 0,26 - -
GARNACHA 0,26 - -
CORDISCO - - -
ANCELLOTTA - 0,05 -

La Figura 1 muestra el indice de Winkler de la Quebrada de Humahuaca describiendo las zonas
mas aptas para el cultivo de vides. Desde el Norte de Maimard hasta la region de Ocumazo
(Humahuaca) se considera regién 1 (FRIA), con valores inferiores a <1370°C Dia. La regién 2,

clasificada como “TEMPLADA” (1371 — 1650 °C Dia) se extiende hasta el norte de Tumbaya. Las



regiones 1y 2 se consideran aptas para obtener uvas de alta calidad, a través de una maduracion
lenta y equilibrada (OVA 2024).

Desde el norte de Tumbaya, hacia el sur de la Quebrada, se extiende la regién 3 “TEMPLADO-
CALIDA”, donde se obtiene buena calidad de uvas en funcién al tiempo necesario para garantizar la
interaccion entre horas de radiacién y el clima térmico necesario (Gladstones, 1992).

La region Norte de la Quebrada de Humahuaca ofrece las condiciones éptimas para el cultivo
del Malbec, asegurando un desarrollo adecuado de la vid y permitiendo la produccién de vinos de

alta calidad con una marcada identidad de altura.
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Figura 1. indice de Winkler (grados-dia acumulados). Zona de Quebrada, Provincia
de Jujuy (OVA 2024)

1.2. Caracteristicas de los vinos de la Quebrada

La particularidad climatica, la calidad de radiacidn solar, disponibilidad de oxigeno y anhidrido
carbénico, presién atmosférica, presencia y velocidad de vientos, patrones de precipitaciones,
amplitud térmica, las caracteristicas del suelo, la altitud, influyen directa e indirectamente en el
comportamiento de la vid (Barroso et al., 2019).

Estos factores, que podemos considerar como el aporte del terroir distintivo, combinados con
las variedades de uvas cultivadas (Tabla 1), permiten la obtencién de vinos tintos de calidad, con

buena estabilidad de color y gran volumen alcohdlico (Bitancort et al.,2020; Vacher et al.,2016).



Entre estas caracteristicas geograficas, la altura constituye la variable de mayor impacto sobre
el contenido de azucar de la uva, en funcidn de la exposicidn solar (Gutiérrez-Gamboa et al., 2020),
influyendo ademas en el comportamiento fisicoquimico, el contenido de compuestos fendlicos y
volatiles de las bayas de uvay, en consecuencia, en las caracteristicas sensoriales del vino resultante
(Xing et al., 2016).

Ademas, es necesario destacar que, a mayor altitud, el efecto de un aumento de la radiacion
UV-B puede conducir a un aumento en la intensidad del color debido a un aumento de la sintesis de
antocianinas, flavonoles y taninos (Mansour et al., 2022).

En la regién de la Quebrada de Humahuaca, el conjunto de variables climaticas influye en las
propiedades de la vid de forma determinante. Estudios recientes enfocados en la conductancia
estomatica, la tasa fotosintética y respiratoria, la sintesis de color, de nitrégeno a nivel foliar y de
compuestos antioxidantes, que constituyen variables correlacionadas a mecanismos de defensa de
la planta bajo ambientes adversos, dan como resultado vides con propiedades fisioldgicas y
bioquimicas especificas (Keller, 2010; Berli et al., 2010), que convergen en vinos con gran volumen

de etanol (Tabla 2).

TABLA 2. Volumen alcohdlico promedio en vinos Malbec de bodegas jujefias (CEDVA 2024,
Datos no publicados).

Graduacion

Bodega Alcoholica Georeferencia

Vifas del perchel 16% v/v 23°27'45.2" Sur- 65° 21' 29.75" Oeste
Antropo 15,3% v/v 24° 10' 51.6" Sur- 65° 16' 21.18" Oeste
Yanay 14,5% v/v 23°40'39.6" Sur- 65° 26' 43,33" Oeste

Estudios previos (Goldner et al., 2007), determinaron que vifiedos ubicados a latitudes iguales
o inferiores a 25°00 00” dan vinos con aromas herbales, especiados, a pimiento dulce y pungencia,
sin embargo, aln no se han investigado este tipo de variables en la provincia de Jujuy.

A pesar del terroir distintivo, actualmente en las bodegas de Jujuy se usan levaduras secas
activas importadas para la fermentaciéon de mostos. Estas destacan por sus buenas capacidades
fermentativas y son anadidas externamente de forma masiva al inicio de la fermentacién para
asegurar una adecuada marcha y finalizacién de la fermentacidn, y disminuir la variabilidad de las

caracteristicas vinicas entre las diferentes afiadas (Bitancort et al., 2020; Benitez et al., 2020).



1.3. Composiciéon Quimica de la uva

Las bayas estan compuestas en porcentajes estimados por: agua (74%) azucares (24%),
elementos minerales (0,5%), acidos orgéanicos (0,6%), compuestos nitrogenados (0,2%), lipidos
(0,2%), sustancias odorantes (0,02%) y compuestos fendlicos (0,2%) (Boulton et al., 2002).

Los azucares representan el 90% de los soélidos solubles totales y se distribuyen
principalmente en la pulpa, como fructosa y glucosa (95-99%) y en menor medida sacarosa,
constituyendo la principal fuente de carbono utilizada por las levaduras durante la fermentacion
alcohdlica. Los acidos mayoritarios son el tartarico y el malico constituyendo hasta el 90% del total,
complementandose con acidos como el citrico oxalico, succinico, fumarico, lactico y acético y se
acumulan en las vacuolas celulares de la pulpa y el hollejo.

Los compuestos nitrogenados se encuentran hasta un 90% como aminodcidos libres y el resto
como proteinas NHs* y NOs™ (Keller, 2010). Este macronutriente es metabolizado en gran parte
durante la vinificacion por las levaduras.

La composicidn lipidica se distribuye en hollejo, pulpa y semilla, destacando los carotenoides
presentes en la piel por su aporte aromdtico a la vinificacion, al ser precursores de compuestos
norisoprenoides volatiles. (Conde et al., 2007).

Los compuestos fendlicos estdn ampliamente extendidos en el reino vegetal y se sintetizan
en las plantas a través del metabolismo secundario cumpliendo numerosas funciones bioldgicas
(Fanzone, 2012). Se caracterizan por la presencia de multiples grupos hidroxilo (-OH) unidos
mayormente a estructuras aromaticas. Su complejidad varia desde moléculas simples, con un solo
anillo aromatico y uno o mas grupos hidroxilo, hasta estructuras mas grandes compuestas por varias
unidades fendlicas condensadas (De Pascual-Teresa y Clifford, 2017). Estos se producen en
respuesta a condiciones de estrés como heridas o exposicidn a radiacién UV (Naczk y Shahidi, 2006).
Estos compuestos, varian segln su estructura en el nimero y posicidén de grupos hidroxilo y metoxilo
en la cadena basica, y se localizan en las vacuolas celulares de las partes sdlidas de las bayas
extrayéndose durante la vinificacion (Winkel, 2001). Los compuestos fendlicos tienen un impacto
relevante en las caracteristicas sensoriales del vino tinto.

Los compuestos fendlicos no flavonoides incluyen los acidos fendlicos, que se dividen en
derivados del acido benzoico (como el acido galico) y derivados del acido cindmico (como el acido
cafeico) y otros compuestos fendlicos, como los estilbenos, cuya molécula mas conocida es el
resveratrol, fundamental en los mecanismos de defensa contra el ataque de patdgenos, lesiones y

rayos UV-B (Pezet et al., 2003). Los fenoles flavonoides comprenden diversas subclases, entre ellas



las antocianinas (malvidina, peonidina, etc.), responsables de los pigmentos rojos en uvas y vinos, y
los flavonoles (quercetina, miricetina, kaempferol y sus glicésidos), son pigmentos amarillos que
estabilizan el color mediante la copigmentacion con antocianinas y se encuentran
predominantemente en la piel de la uva. Los flavan-3-oles (catequinas monoméricas y
proantocianinas oligopolimérica) estan presentes en las semillas y la piel (Xing et al., 2016), son
responsables de la astringencia, amargor y estructura de los vinos.

Las bayas de uva acumulan flavonoides durante la etapa de maduracién. Por su parte la
acumulacién de antocianinas en la piel comienza después de la etapa fenoldgica conocida como
“envero”, caracterizado por la aparicién de color y el inicio de la maduracién fisioldgica. Las
antocianinas son pigmentos flavonoides solubles en agua, lo que favorece su transferencia al mosto
y al vino durante la vinificacion (Moreno y Peinado, 2012) y son responsables del color del vino
elaborado, que es un atributo sensorial mediante el cual se evalla la calidad del vino (Mateus et al.,
2002).

Los flavan-3-oles existen en las uvas en forma de oligdmeros y polimeros, que son los nombres
comunes que se les dan a los taninos condensados o proantocianidinas. Los flavonoles son
pigmentos de color amarillo palido que contienen un heterociclo de pirona; de todos los flavonoides
delauva, son los que se encuentran en concentraciones mas bajas. Pueden servir como un protector
solar natural para las uvas y se encuentran en la piel de la uva en formas glicosiladas (Fanzone,

2012).

1.4. Efecto de la altitud sobre el comportamiento fisicoquimico de la uva y el vino
1.4.1 Impacto de la altura

La produccion de uvas de alta calidad enoldgica depende de una amplitud térmica diaria. Este
parametro se ve favorecido por las noches frias en zonas de cultivo de mayor altitud (Gutiérrez-
Gamboa et al., 2020), mejorando el potencial para obtener el color y los compuestos volatiles
deseados (Gutiérrez-Gamboa et al.,, 2018). El clima frio influye en la expresién del terroir,
favoreciendo una maduracién mas pausada de la vid, lo que permite que el fruto alcance su madurez
al final de la temporada de crecimiento (Van Leeuwen y Seguin, 2006). En este punto, las uvas
contienen niveles equilibrados de sélidos solubles, acidez, compuestos fendlicos, nitrogenados y

aromaticos. Por lo general los vinos de gran altitud son frescos, con alta acidez, alta calidad



aromatica (Gutiérrez-Gamboa et al., 2020) y el grado alcohdlico puede variar en funcién de la
radiacion solar, permitiendo una diferencia significativa en la acumulacién de azucares.

El impacto de la altura se debe a la masa de la columna atmosférica que atraviesan los rayos
solares para llegar a la superficie terrestre. Asi a grandes altitudes, hay menos masa de aire y los
niveles de radiacién UV-B solar son mayores (Gutiérrez-Gamboa et al., 2021). Los niveles de
radiacion UV aumentan un 10 % por cada 1000 m de ganancia de altitud (OMS, 2016). Este efecto
se ve potenciado por la baja cobertura de nubes que se combina con el efecto de la altitud,

recibiendo altos niveles de radiacion (van Leeuwen et al., 2020).

1.4.2 Efecto de la temperatura del aire

A medida que aumenta la altitud, la temperatura desciende produciendo un clima mas
templado debido al enfriamiento adiabatico del aire (Gutiérrez-Gamboa et al., 2021). La
temperatura disminuye con la altitud, generalmente en el rango de 0,65 a 1,0°C por cada 100 m de
desnivel. Esto retrasa la brotacién y floracidon. La maduracidn tardia aumenta el potencial para
producir uvas de alta calidad (Mansour et al., 2022).

Durante la maduracidon de la uva se producen modificaciones bioquimicas, como la
acumulacién de sdlidos solubles totales (SST), el aumento del pH y la disminucién de la acidez

(Almanza-Merchan et al., 2012).

1.4.3 Efecto de la radiacion UV

La radiacién UV tiene importancia bioldgica porque puede ser potencialmente perjudicial
para las plantas dependiendo de la tasa de fluencia, la dosis diaria, la especie, el cultivar y la cantidad
de radiaciéon fotosintéticamente activa (PAR) (Kakani et al; 2003), dado que induce a diversas
respuestas morfoldgicas, fisioldgicas y bioquimicas.

Las altas fluencias de fotones UV-B pueden causar dafio celular directo al generar
fotoproductos de ADN, proteinas y lipidos, o por sobreproduccién de especies reactivas de oxigeno
(ROS). Sin embargo, los niveles moderados de UV-B estimulan la transcripcién de genes involucrados
en la respuesta de proteccién (Brosché et al 2003).

En zonas de altura, la radiacién UV promueve la produccion de flavonoles y taninos (van
Leeuwen y Darriet, 2016) y aumenta la sintesis de antocianinas en la piel de la uva; por lo que los

vinos producidos tienen un color intenso como propiedad caracteristica (Jin et al., 2017). Sin



embargo, esta variable puede aumentar la concentracién de 1,1,6-trimetil-1,2-dihidronaftaleno
(TDN), que genera caracteristicas aromaticas desagradables, asociadas a hidrocarburos.

Al ralentizar el crecimiento de las bayas, se aumenta la biosintesis de antocianinas y
flavonoles (Martinez -Lischere et al., 2016), aumentando los niveles de metabolitos secundarios
glucosidicos totales unidos y de compuestos fendlicos (Lafontaine et al., 2005).

El estrés térmico en la vid, a grandes altitudes esta regulado, en parte, por el acido abscisico
(ABA), (Larkindale y Huang, 2005), que actua en el area foliar promoviendo la sintesis de compuestos
que absorben radiacién UV mediante la regulacidn de las vias biosintéticas de fenilpropanoides y
flavonoides (Beggs y Wellman1994), la activacién de enzimas antioxidantes y la modificacion de los
esteroles de membrana. En estas condiciones, las plantas acumulan varios tipos de solutos
osmoprotectores (proteinas, prolina y carbohidratos), ajustando la ésmosis celular, protegiendo la
integridad de la membrana, contribuyendo a la desintoxicacion de especies reactivas de oxigeno y

estabilizando las actividades enzimaticas y proteoliticas (Hayat et al., 2012).

1.4.4 Ubicacion Geografica

El trabajo de Goldner y Zamora (2007) concluyd que el efecto de la latitud puede ser mas
influyente que la altitud en algunas variedades. Los vifiedos argentinos en latitudes de 31-33°
produjeron los atributos sensoriales mas deseados en el vino (por ejemplo, floral, dulzura, fruta
cociday pasas) en contraste con las regiones fuera de estas latitudes que exhibieron acidez, amargor
y un fuerte aroma a hierbas.

La variedad Malbec utilizada en el presente trabajo, es representativa de los vinos argentinos
y es cultivada mayormente en provincia de Mendoza (INV, 2024). Su cultivo tradicional se extiende
desde zonas a 500 m sobre el nivel del mar (msnm) hasta altitudes muy elevadas, cercanas a los
1500 msnm. Las diferencias ambientales segun la altura (UV-B, PAR, régimen de temperaturay tipo
de suelo) hacen que las uvas de zonas altas sean las mas tardias en madurar, posiblemente debido
a la mayor amplitud térmica. Sin embargo, en la Quebrada de Humahuaca la combinacién de
variables es particular debido a la geografia heterogénea descripta en el punto 1.1 (Trillo, 2023;

OVA, 2024).



1.5 El efecto combinado del estado hidrico del suelo y de la vid.

Las vides con disponibilidad hidrica limitada producen granos de menor tamafio, con altos
contenidos de antocianinas (Edo-Roca et al., 2013) y un incremento de la relacién pulpa-hollejo. En
la vid, se modifica la expresién de genes responsables de la sintesis de polifenoles en funcién a su
genotipo (Niculcea et al., 2014).

El estrés hidrico en las vides influye en la composicién fendlica de las bayas de variedades
tintas, regulando sus niveles segln la sensibilidad diferencial de cada variedad a condiciones
adversas (Lovisolo et al., 2010). Esta regulacién se produce a través del acido abscisico (ABA), una
fitohormona que, ademas de intervenir en el crecimiento y la maduracién vegetal, participa en los
mecanismos adaptativos de la planta, favoreciendo el aumento de la concentracion de polifenoles
en las uvas (Koyama et al., 2010). Estas observaciones también se confirmaron en la variedad
Malbec (Berli et al., 2015). La disponibilidad hidrica limitada puede modificar la ruta biosintética de
los flavonoides en las bayas de vid. Esta ruta esta regulada por las enzimas flavonoide 3'-hidroxilasa
(F3'H) y flavonoide 3',5'-hidroxilasa (F3'5'H), que catalizan la conversién del dihidrokampferol en
dihidroquercetina y dihidromiricetina, respectivamente. (Li et al., 2011) Estos dos compuestos
representan aproximadamente el 30% de los fenoles no antocianicos en la variedad Malbec.
(Fanzone, 2012). A partir de ellos se sintetizan distintas antocianinas: las derivadas de cianidina
(como la peonidina) se generan a través de la ruta F3'H, mientras que las derivadas de delfinidina
(como petunidina y malvidina) se producen por la ruta F3'5'H. (Mansour et al., 2022).

En Malbec, el nivel de compuestos fendlicos es abundante y superior en comparacién a otras
variedades tintas, y su color caracteristico se debe en parte a la capacidad de interaccion entre
dihidroquercetina-3-glucésido y malvidina-3-glucésido. La potencialidad de este copigmento brinda

estabilidad a las antocianinas y contribuye al color de los vinos de esta variedad (Fanzone, 2012).

1.6 Cambio climatico y calentamiento global
1.6.1 Vinos desequilibrados y de alto contenido alcohélico

Los consumidores en la actualidad demandan vinos estructurados y con alto contenido
fendlico, lo que implica extender el tiempo antes de la cosecha para alcanzar una mayor madurez
de la uva. Esta practica conlleva mayores niveles de azucar en la baya, determinando un aumento
generalizado de la concentracién de etanol en los vinos (Mozell y Thach, 2014; Varela et al., 2015).

Hace algunas décadas no era comun producir vinos con mas de 14% v/v de alcohol (Robinson, 2012).
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Mas recientemente, el nivel promedio de alcohol ha aumentado alrededor del 2% (v/v), en zonas
calidas, y es frecuente encontrar vinos con un contenido de alcohol superior al 16% (v/v) (Varela et
al., 2015). La concentracion excesiva de alcohol en los vinos puede alterar el perfil sensorial de los
mismos aumentando la percepciéon de amargor, astringencia y picor, y enmascarando algunos
compuestos volatiles (Wilkinson et al., 2013).

En distintas zonas viticolas del mundo como Australia, la concentracién alcohdlica en vinos
tintos aumentd un 1% desde el 1980 hasta el 2010 (Godden y Muhlack 2010). En el Sur de la misma
region, Sadras y Moran (2012) demostraron que las temperaturas mas altas, desacoplan la
acumulacién de antocianinas y azlcares en las variedades Shiraz y Cabernet franc. En la regiéon de
Grecia, Koufos et al. (2020) observaron un adelanto del calendario de cosechas, acompafiado de
mayores niveles de alcohol potencial (15,2% v/v) y menor acidez, tanto para las variedades
autéctonas como para las internacionales relevantes (Merlot) cultivadas en Grecia. El trabajo de
Neethling et al. (2012) estudié las variables climaticas en 6 localidades del noroeste de Francia
determinando que el nivel de alcohol potencial aumenté hasta 2,3° para la variedad Chenin blanc
pasando de 10,7° a 13° en el periodo de 1981 a 2010. Fraga et al., en el afio 2015 determinaron que
en la region viticola de Portugal la adaptacion a los climas futuros obligard una reeleccién de
variedades resistentes al calentamiento y la sequia. Alston et al. (2013) determinaron que el
contenido promedio de azlcar de las uvas aumentd un 11% pasando de valores de 21,4 °Brix a 23,3
°Brix en un lapso de 30 afios en California.

En Argentina, Ramos y Martinez de Toda (2020) identificaron en la Rioja, que la composicidn
de la uva se vio afectada por temperaturas mas altas con un desacoplamiento entre la madurez
fendlica, con un adelanto de hasta 12 dias, en la acumulacién de las antocianinas y el desarrollo de
azucar junto con una acidez mas baja.

En nuestro pais, el Instituto Nacional de Vitivinicultura (INV), establece en cada afiada el limite
minimo de tenor alcohdlico real para vinos en funcidn al control de la materia prima ingresada a los
establecimientos elaboradores. En el afio 2000 la concentracién minima de alcohol en vino estuvo
fijada en 11,6% v/v y hacia el afilo 2010 este valor alcanzé el 12% v/v. En el afio 2024 estos
pardmetros para vinos tintos se fijaron en 12,6 %v/vy 12,7 %v/v, para las provincias de Mendoza y
San Juan, respectivamente. Esta legislaciéon se establece anualmente, sin embargo, los vinos
certificados como varietales quedaron exentos de esta medida desde el afio 2022 (Res. N2 2022-18-
APN-INV#MAGYP), considerando el listado de variedades de Vitis vinifera L. reconocidas como aptas

para la elaboracién de vinos de calidad, entre las que se encuentra la variedad Malbec. Esta
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consideracion es en respuesta al conjunto de caracteristicas de los vinos varietales, que, al estar
elaborados en general con una sola variedad de uva, pueden presentar graduaciones alcohdlicas
especificas, sujetas a variables como las condiciones climaticas de la cosecha y las practicas
enoldgicas aplicadas. Esta flexibilidad les permite preservar sus caracteristicas distintivas vy
garantizar la calidad del producto final.

La concentracidon excesiva de alcohol en los vinos puede alterar su perfil sensorial,
aumentando la percepcién de amargor, astringencia y picor y enmascarando algunos compuestos
volatiles (Wilkinson et al 2013). Se observa una clara tendencia hacia vinos desequilibrados de alta

graduacion alcohdlica (Rolle et al., 2018), baja acidez y pH elevados (Jones et al., 2005).

1.6.2 Cambio climatico

La viticultura en el contexto actual tiene que resolver un desafio prioritario, que es la
adaptacion al cambio climdtico, resultante en vinos poco acidos y muy alcoholizados. Desde hace
décadas se demostro que los aumentos de la temperatura atmosférica afectan el rendimiento, y la
composicion de la uva modificando las propiedades organolépticas el vino (Schultz, 2000). Estos
factores son alarmantes en la calidad futura del producto (Bordenave et al., 2013), dado que se
proyecta un aumento adicional global de 3,7°C para fines de siglo (Koufos et al., 2020).

Las regiones vitivinicolas para la produccién de vino de calidad se encuentran en nichos
geograficos, y por lo tanto climaticos, relativamente estrechos, que las exponen a un mayor riesgo
tanto de la variabilidad climdtica a corto plazo como del cambio climatico a largo plazo que otros
cultivos de mayor extensién (Jones et al., 2007).

Diversos autores han estudiado este fendmeno (Duchéne et al., 2010, Keller, 2010, Martinez
et al., 2016) alertando sobre el adelanto de las etapas fenoldgicas y una consecuente floracion
temprana, con maduracidn en épocas de mayor temperatura. Esto resulta, en uvas con mas azucar

y la degradacién del acido malico, aumentando el pH (Martinez et al., 2016).

1.6.3. Consecuencias del desequilibrio

El cambio climatico estd ejerciendo una influencia cada vez mayor sobre la fenologia de la vid
y la composicién de la uva, modificando el comportamiento de las vinificaciones, en su naturaleza

guimica, microbioldgica y organoléptica (Martinez et al., 2016). De forma especifica, las altas
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concentraciones de azlcar en uvas derivan en vinos con alta graduacién alcohdélica, afectando las
propiedades de la vinificacidon desde formas multiples.

Desde el area microbioldgica, las fermentaciones se ven afectadas en diferentes etapas. Al
comienzo de la fermentacién, los altos contenidos de azucar pueden saturar los receptores
proteicos de las levaduras (Bisson, 1999). En etapas posteriores, la toxicidad del etanol genera estrés
en la célula impidiendo su desarrollo normal y provocando la formacién de subproductos no
deseados en la fermentacién (Ferreira et al 2006).

Por dltimo, el alto contenido alcohdlico puede traer como consecuencia biotecnoldgica,
fermentaciones detenidas o enlentecidas (Gil et al., 2013), alcanzando concentraciones suficientes
para que las levaduras mueran intoxicadas, quedando altas cantidades de azucares residuales en el
medio (Coulter et al., 2008), induciendo a la inestabilidad microbiolégica.

Por otro lado, valores altos de pH, aceleran las reacciones bioldgicas aumentando las
probabilidades de oxidacién o dafios bioldgicos en todas las etapas de vinificacion. El riesgo
microbioldgico es mas probable en las primeras etapas de la fermentacion, porque el grado
alcohdlico es insuficiente para inhibir a la mayoria de los microorganismos presentes (Martinez et
al 2016). Ademas, los mostos provenientes de uvas demasiado maduras tienen elevados niveles de
fructosa que puede inducir a fermentaciones lentas o detenidas (Tronchoni et al., 2009).

Valores altos de pH, también intervienen en el desempeiio del SO,. Este compuesto utilizado
ampliamente en la enologia posee propiedades antioxidantes y antimicrobianas frente a un amplio
espectro de microorganismos (Roullier-Gallet et al., 2017), dado que reduce la concentracién del
oxigeno en el medio, limitando el crecimiento de los microorganismos aerobios. Cuando es
agregado a la vinificacidn, su naturaleza antimicrobiana, depende principalmente de su fraccidn
molecular y esta varia en funcion al pH (Ribereau Gayon et al., 2006). La fraccién molecular solo se
encuentra en una proporcion menor al 5% con relacién a la fraccion libre (Waterhouse et al. 2016)
y puede descender a 1% a valores de pH 3,8 (Beech et al.,, 1979), constituyendo un riesgo
microbioldgico que puede desencadenar en la alteracidon de las propiedades sensoriales de los vinos.
En etapas de conservacion se puede acelerar la velocidad de oxidacién (Paladino et al., 2008) y
reducir la concentracion de SO; libre y molecular, ocasionando que el vino quede menos protegido.

Valores altos de pH también influyen de forma negativa en el color de los vinos. Las
antocianinas que le dan color a las vinificaciones tintas coexisten bajo la forma de cuatro estructuras
guimicas en equilibrio, con caracteristicas cromaticas particulares dependiendo del pH. En valores

medios de pH de vinos tintos (3,5) se encuentran en distintas proporciones. Estas son: base
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quinoidal de color azul (15%), el catidn flavilium de color rojo (12,2%), hemiacetal incolora (45,2%)
y la forma chalcona, también incolora (27,6%). En valores bajos de pH (2), las antocianinas
predominan en la forma roja de catidn flavilium, a medida que el pH aumenta, el catidn flavilium
desaparece por desprotonacién, y se generan las formas quinoidales de color azul. Paralelamente,
se produce la hidratacién del catidn flavilium dando lugar a la formacion hemiacetal incolora. De
forma complementaria valores de pH 4-5 y temperaturas elevadas, promueven la conversion de la
forma hemiacetal en cis- o transchalcona. Las chalconas pueden ser neutras e incoloras, o ionizarse
y tomar un color levemente amarillo. La reversion a la forma flavilium por disminucién del pH se
produce mas lentamente en el caso del isémero trans comparado con el cis, indicando que el
primero puede ser irreversible (Fanzone, 2012).

En este contexto también se ve comprometido el aspecto sensorial. Las altas concentraciones
de etanol de los vinos desequilibrados aumentan la sensacién de picor y amargor, al tiempo que
disminuyen la acidez y enmascaran la sensibilidad de ciertos compuestos aromdaticos esenciales
como ésteres, alcoholes superiores y monoterpenos (Castrillo et al., 2019).

Desde el punto de vista econdmico, los vinos muy alcoholizados estdn sujetos a mayores
aranceles e impuestos de importacidn en algunos paises (Xynas y Barnes, 2022). En Estados Unidos,
el arancel impuesto para vinos tranquilos con 14% de alcohol o menos es de USD 0,28 por litro,
mientras que el vino con 14,1% a 21% de alcohol es de USD 0,41 por litro y vinos con mds del 21%
es de USD 0,83 por litro (TTB, 2025).

Por ultimo, es importante destacar el impacto en la salud. La informacion cientifica concluye
que el consumo ligero a moderado de vino parece tener efectos beneficiosos hasta cierto punto en
varias enfermedades no transmisibles (ENT) y afecciones (Minzer et al., 2020), sin poder establecer
un nivel de ingesta especifico. Sin embargo, el consenso médico, respaldado por la OMS (2019),
reafirma los riesgos directos del consumo excesivo de alcohol en diversas enfermedades, y los
riesgos indirectos, como los problemas de conducta, las autolesiones o las consecuencias para la

seguridad vial.
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1.6. Estrategias para la reduccion de alcohol

En respuesta a la problematica, los endlogos e investigadores han desarrollado varias técnicas
para reducir el contenido de alcohol de los vinos tratando de preservar las buenas cualidades
sensoriales, Estas técnicas se pueden clasificar segin la etapa de produccién del vino como,

prefermentativas, fermentativas y posfermentativas (Sam et al., 2021).

1.6.1. Estrategias prefermentativas

Estas consisten en practicas viticolas especificas entre las que se encuentran:

El “deshoje”, que consiste en la eliminacion de hojas en varias etapas del crecimiento de las
bayas, modificando la tasa de acumulacién de azucar (Parker et al., 2015), lo que puede reducir la
concentracién de alcohol en el vino resultante (Sun et al., 2012).

La “cosecha temprana”, consiste en la mezcla de uvas de cosecha temprana con bajo
contenido de azucary alta acidez), con uvas totalmente maduras (Kontoudakis et al., 2011; Piccardo
et al., 2019)

La estrategia de “dilucion” consiste en afiadir agua al mosto de uva para diluir las
concentraciones de azucar fermentable. En algunos paises como Estados Unidos (excluyendo
California), es una actividad licita. En otros paises como Sudafrica, Nueva Zelanda, Australia, Francia
y Alemania es ilegal (Longo et al., 2017) En Argentina el INV aprobé la adicion de hasta 2,8% de agua
exogena (disolucidn de agregados enoldgicos en estado sélido) en el afio 2019. Su punto negativo
es que la adicién de agua puede reducir la acidez del mosto, disminuir las concentraciones de fenoles
y taninos, y tener un impacto negativo en la apariencia del vino y los atributos sensoriales (Gardner
et al., 2020).

La “filtracidon del jugo de uva” consiste en el uso de la tecnologia de membranas para eliminar
los azlcares del mosto antes de la fermentacion. Los mostos tienen propiedades coloidales
complejas y pueden obstruir el sistema disminuyendo el flujo de filtrado (Mira et al., 2017), por lo
gue es fundamental, trabajar con un buen corte de peso molecular (MWCO) en la membrana para
aumentar la retencion de compuestos volatiles y preservar el buen sabor en el vino.

En la “adicidon de enzimas”, se emplea una enzima derivada del hongo Aspergillus Niger, para
eliminar la glucosa del mosto antes de la fermentacién (Rocker et al 2016). En este proceso, la

glucosa oxidasa puede convertir la B-D-glucosa en D-glucono-6-lactona, produciendo perdxido de
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hidrégeno, posteriormente, puede catalizar la conversion de D-glucono-6-lactona, en acido

glucédnico, oxidando el azlicar del mosto, e impidiendo la formaciéon de alcohol (Pickering, 1997).

1.6.2. Estrategias postfermentativas

Las técnicas post-fermentativas permiten la eliminaciéon de alcohol en vinos a niveles
inferiores al 5% v/v sin afectar los parametros de calidad (Liguori et al., 2019). Entre estas
tecnologias se encuentran:

La “nanofiltracién” consiste en la separacién mediante una membrana semipermeable con
poros que varian en un rango de 1 a 10 nm de tamafio (Porter et al., 1990). La membrana permite
flujos de permeado especificos para moléculas pequefias como azlcares, péptidos y proteinas, a
presiones aproximadas de 75 bar (Massot et al., 2008) y se aplica al vino terminado para filtrar el
alcohol.

La “ésmosis inversa” es un proceso de separacién que utiliza una membrana semipermeable
hidrofila, una fibra hueca, una placa y un mdédulo tubular para crear un gradiente de concentracion
o conocido como presién osmotica entre dos soluciones (Wang y Wang, 2018). Al aplicar presién en
la soluciéon de alta concentracién, se produce este fendmeno y el solvente se transfiere hacia a la
solucion de baja concentracién. Las moléculas de etanol son de mayor tamafio y no atraviesan la
membrana tan facilmente como el agua. Esto permite que el agua se filtre, reduciendo el alcohol.

La “destilacion osmética” usa membranas para que dos fases acuosas (vino y agua) circulen
en contracorriente a través de un médulo de membrana hidréfoba de fibra hueca. Este proceso es
posible gracias a la presion de vapor del soluto volatil en el vino y el liquido de destilacidon. El etanol
se evapora en el lado de alimentacidn de los poros de la membrana, se difunde, y sale de los poros
para condensarse en la solucidn de agua de destilacién (Liguori et al., 2015).

La “destilacion al vacio” consiste en aplicar energia térmica para inducir a la evaporacion,
destilacién y condensacion del vino en condiciones de vacio (Belisario-Sanchez et al., 2012). Este
equipamiento permite extraer el alcohol de un volumen determinado de produccién o separarlo de
los componentes menos volatiles, pudiendo recuperar la primera parte del destilado y afiadirla
‘posteriormente a la parte desalcoholizada, siendo capaz de reducir la temperatura de evaporacion
del etanol a 15°C (Motta et al., 2017) y operar a presiones menores a 0,1 bar para producir vinos sin
alcohol que contengan menos de 1% v/v de etanol. Las primeras porciones del destilado, que son

ricas en compuestos aromaticos se reincorporan al producto para reducir su pérdida.
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La “columna de conos rotatorios” se utiliza en la industria del vino para producir mosto de
uva concentrado, eliminar didxido de azufre, recuperar compuestos aromaticos volatiles y reducir
las concentraciones de etanol en los vinos (Belisario-Sanchez et al., 2012). El vino atraviesa el
equipamiento, donde primero se extraen sus aromas volatiles a una presién de 0,04 atm y 28°C,
posteriormente, a una presion ligeramente mayor y 38°C, se elimina el alcohol. Finalmente, los
aromas recuperados se reincorporan al vino desalcoholizado para preservar su perfil sensorial

(Schmidtke et al., 2012).

1.6.3. Estrategias fermentativas
1.6.3.1. Uso de cepas de levaduras modificadas

La ingenieria genética combinada con la seleccidn adaptativa logré el desarrollo de cepas de
levadura que son capaces de reducir el contenido alcohélico del vino durante la fermentacién (de
Barros et al., 2000). Autores como Heux et al. (2006) insertaron genéticamente un gen enoxE
codificando una NADH oxidasa, de una cepa de levadura Saccharomyces aislada de vino de
Champagne, modificando el contenido de etanol, glicerol, succinato y a-hidroxiglutarato.
Posteriormente, Hou et al. (2009) introdujeron cinco genes diferentes (nox, AOX1, POS5 citosdlico,
POS5 mitocondrial y udhA) en la cepa de Saccharomyces cerevisiae CEN.PK113-5D (MATa SUC2
MALSC ura3-52), reduciendo los niveles de NADH mitocondrial y citosdlico, logrando una menor
produccion de glicerol y etanol.

Estas practicas genéticas, pueden reducir el contenido de alcohol de forma modesta y se
reportan casos de cepas de levaduras modificadas que pueden producir acetato, acetaldehido y
acetoina (Varela et al 2012), perjudicando la calidad sensorial del vino. Es relevante el rechazo de
los consumidores al uso de organismos genéticamente modificados en la produccidn de alimentos
y bebidas, Por lo que seria mds adecuado el uso de las técnicas de seleccidn adaptativa y el uso de
levaduras con menor produccion de etanol (Candnico et al. 2019; Maturano et al., 2019; Ciani et al.,

2016).

1.6.3.2. Reduccion de biomasa

Reducir la poblacién de levaduras durante la fermentacion del mosto disminuye la velocidad

de fermentacién, dando como resultado vinos con bajo contenido alcohdlico.
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Esta practica se investigd en la produccidn de sidra desalcoholizada, disminuyendo la biomasa
celular mediante centrifugacion (Nogueira, et al 2008. Fan et al 2012). Los resultados mostraron
sidras con reduccién de hasta 4° y sabor afrutado.

A pesar de ser un método eficaz para obtener productos mas dulces y agradables, el mayor
punto negativo es el alto riesgo microbiolégico asociado a los azucares residuales y altas

probabilidades de deterioro (Malfeito-Ferreira, 2011).

1.6.3.3. Fermentacion detenida o limitada

Esta practica consiste en detener la fermentacion alcohdlica controlando la temperatura
(Montanari et al., 2009; Burberg et al., 2009). La fermentaciéon en tiempo reducido da como
resultado vinos dulces con alto contenido de azlcar residual. Su estabilidad microbiolégica y
posterior almacenamiento requieren ajustes dptimos con didxido de azufre (SO,) e inclusive
procesos de pasteurizacion térmica para su conservacion en botella (Malfeito-Ferreira; 2011). La
fermentacion incompleta, ademas limita la produccion de compuestos volatiles activos, como
monoterpenos, ésteres etilicos y acetatos, producidos por levaduras en fermentaciones
tradicionales (Capece et al., 2019). En resultados generales, se obtienen vinos dulces, con bajo

alcohol y carentes de estructura aromatica.

1.6.3.4. Uso de levaduras no-Saccharomyces

Algunas cepas de levaduras no-Saccharomyces pueden fermentar los azUcares del mosto con
menor eficiencia, o desviar el metabolismo del carbono a otras vias, evitando la produccidn excesiva
de etanol durante la fermentaciéon (Contreras et al., 2014). Las levaduras no-Saccharomyces
aplicadas en diversas estrategias de inoculacion aisladas o combinadas, entre las que se incluyen
fermentaciéon mixta y fermentacidn secuencial junto a Saccharomyces cerevisiae, son capaces de
reducir el etanol hasta un 2% v/v (Candnico et al. 2019; Maturano et al., 2019; Ciani et al., 2016).
También se destaca en diversos estudios, el potencial para mejorar la fermentacién del vino, la
complejidad sensorial y el perfil aromatico (Maturano et al.,, 2019; Ciani et al., 2010). Algunas
especies o cepas de levaduras no-Saccharomyces pueden combatir a los microorganismos causantes
del deterioro mediante la proteccidn bioldgica (Comitini et al., 2011), lo que constituye una serie de

ventajas a la industria vitivinicola.
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En la enologia contemporanea este grupo de levaduras también se las conoce como “no
convencionales” y se estudian para mejorar las propiedades organolépticas del vino constituyendo

la tendencia mas interesante en la microbiologia moderna. (Varela et al., 2016).

1.7. Levaduras en la fermentacion alcohdlica

La transformaciéon del mosto de uva en vino es un proceso microbioldgico de fermentacion
donde se produce una sucesion compleja de levaduras y bacterias. En las primeras etapas las
levaduras aerdébicas y apiculadas representan la mayoria de la microbiota (Fleet, 2008). Las
levaduras aerdbicas y las especies débilmente fermentativas de géneros como Criptococcus,
Debaryomyces, Issatchenkia, Kluyveromyces, Pichia, Rhodotorula y Zygosaccharomyces, declinan
temprano en la sucesidn de la fermentacidn en respuesta a la caida de los niveles de oxigeno y al
aumento de las concentraciones de etanol (Romano et al., 2003). Las levaduras ligeramente
fermentativas como Hanseniaspora uvarum, Starmerella bacillaris, Metschnikowia pulcherrima,
Torulaspora delbrueckii y Lachancea thermotolerans pueden proliferar y sobrevivir en pleno
desarrollo de la fermentacién, disminuyendo sus poblaciones a medida que aumentan los niveles
de etanol.

Todas estas son levaduras del grupo denominado no-Saccharomyces, que estan presentes al
principio de la fermentacion, sin embargo, la levadura Saccharomyces cerevisiae es la principal
responsable de la mayor parte de este proceso, debido a su mayor capacidad fermentativa, tasa de
crecimiento y tolerancia al etanol. Estas caracteristicas le permiten imponerse, dominando Ia
fermentacién y por lo general al final del proceso se puede encontrar un monocultivo de ella (Varela
et al., 2017b).

Saccharomyces cerevisiae se distingue, por su eficiencia al transformar hexosas a alcohol
(Henderson et al., 2012) y por sus caracteristicas de tolerancia al estrés, a las altas concentraciones

de anhidrido sulfuroso (Zamora, 2016).

1.7.1. Levaduras autdctonas

Son las levaduras presentes de forma natural en uvas y mostos de una determinada regioén.
En Argentina varias bodegas realizan fermentacién espontanea mediante levaduras autdctonas para

preservar la tipicidad de sus vinos (Mercado y Combina, 2010).
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Las levaduras son parte de las comunidades microbianas naturales de la uva (Ribéreau-Gayon
et al., 2006). Se considera que las cepas de levaduras especificas se asocian con determinadas
variedades de uva de ubicaciones geograficas especificas, y que esta asociacién aporta una
diversidad significativa y un caracter regional al proceso de vinificacion (Raspor et al., 2006; Martinez
et al 2007; Valero et al 2007). En este contexto las uvas de una regidn constituyen una fuente de
levaduras con potencial de cultivos iniciadores, apuntando a preservar la biodiversidad microbiana
y las caracteristicas de un vino regional (Fleet, 2008).

Desde una perspectiva técnica la demanda de levaduras autdctonas como cultivos iniciadores
se encuentran en creciente demanda (Bokulich et al., 2014), y la explotacion de su biodiversidad a
partir de los distintos ecosistemas es relevante para la caracterizacion de cepas de fenotipos

particulares (Tristezza et al., 2014).

1.7.2. Levaduras del género Metschnikowia

Este género es uno de los mds investigados debido a su multiple contribucidn a la vinificacién.
La especie Metschnikowia pulcherrima (MP) se caracteriza por su capacidad de modificar el perfil
sensorial, ya que puede modular la sintesis de metabolitos secundarios, mejorando el aroma vy el
sabor del vino (Varela et al., 2016). También es capaz de aumentar la concentracién de
manoproteinas, lo que ofrece el potencial de mejorar el sabor del vino (Domizio et al., 2014).
Ademas, puede actuar como agente de biocontrol de microorganismos deteriorantes del vino (Oro
et al., 2014a) y contrarrestar la podredumbre de las uvas (Oro et al., 2014b).

Ademas de intervenir en el perfil de sabor del vino y actuar como agente de biocontrol, M.
pulcherrima, ha demostrado potencial como cultivo iniciador mixto para reducir la concentracion
de alcohol durante la fermentacion del vino (Candnico et al. 2019; Maturano et al., 2019; Ciani et
al., 2016; Contreras et al., 2014). Esta reduccién, depende del metabolismo respiratorio aérobico
propio de MP, que en condiciones de aireacién adecuadas puede metabolizar hasta el 40% de los
azUcares, desviando parte del carbono hacia otras rutas metabdlicas, como la via de los
fenilpropanoides, en la cual a partir de la descomposicidon de los glicdsidos aromaticos por su
actividad enzimatica B-glucosidasa caracteristica, libera compuestos aromaticos como terpenos
norisoprenoides y fenoles volatiles (Morata et al., 2019a). M. pulcherrima, también redirige parte
de la glucosa hacia la ruta del glicerol-3-fosfato, teniendo como precursor a la dihidroxiacetona

fosfato, produciendo glicerol (lvit et al., 2020).
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Su efecto sinérgico en una fermentacidon mixta se debe a su buena actividad proteolitica, dado
gue es capaz de liberar aminoacidos que actuan de nutrientes para S. cerevisiae. Esta caracteristica
también la constituye como agente clarificante bioldgico para controlar la formacién de turbidez
proteica en vinos (Marangon et al., 2012).

Tiene baja capacidad fermentativa a pesar de utilizar diversos azlcares como fuente de

carbono, por su lenta absorcién de nitrégeno (Ribereau-Gauyon, 2006).

21



2. Formulacién y fundamentacion

Actualmente, existe una gran demanda de vinos complejos, de buen color, y gran volumen en
boca, por lo que el momento de cosecha, segln la madurez fendlica, se ha alterado con los afos
(Morales et al., 2015).

El cambio climatico, influye cada vez mas en la fenologia de la vid y la composicién de la uva
(Martinez et al., 2016). Diversos estudios demostraron un avance en el estado fenoldgico que se
viene gestando desde el afio 1970 con un adelanto de mas de 20 dias segun la regién (Ollat et al.,
2016, Cardell et al., 2019). También se ve afectado el comportamiento de las vinificaciones en el
area quimica y microbioldgica, modificando las caracteristicas organolépticas de los vinos (Martinez
et al., 2016).

La viticultura en su contexto actual y futuro proximo tiene como deber ofrecer productos
exigentes en calidad y trazabilidad, mediante un producto competitivo y diversificado, que dé
respuestas a variables macro como el cambio climatico, ofreciendo un producto de menor
graduacion alcohdlica (Fraga et al., 2013).

Una metodologia sencilla, como el empleo de levaduras, es de gran valor para la obtencién
de vinos con menor contenido alcohdlico, que conserven su composicion fendlica.

Ya se ha propuesto redireccionar la mayor parte de la conversién de azucares del mosto a
otros metabolitos diferentes al etanol (Zamora, 2016), como estrategia de reduccién alcohdlica,
desde el enfoque genético (Varela et al., 2015), la reduccion de biomasa ((Malfeito-Ferreira, 2011)
o la fermentacion limitada (Montanari et al. 2009), cada uno con sus limitaciones, como estrategias
tecnoldgicas.

Diversos estudios combinaron estrategias de co-inoculacion de las levaduras no-
Saccharomyces/ S. cerevisiae nativas, con el fin de obtener vinos con bajo contenido de etanol (Ciani
et al., 2014; Mestre et al., 2019; Maturano et al., 2019).

El empleo de levaduras autdctonas en la fermentacién de mostos permite potenciar el
impacto de una zona de produccion, modificando la composicién vinica y generando un caracter
regional Unico (Capozzi et al., 2019)

La viticultura de altitud se vincula a un alto grado de heterogeneidad que presenta cada
vifiedo. Es necesario conocer aquellos variables significativas que influyen y aportan caracteristicas
diferenciales a los productos regionales de altura (Barroso et al., 2019).

La catedra de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de

Jujuy, durante el periodo 2017-2019, aislé 116 levaduras de fermentaciones espontaneas y racimos

22



de uvas de distintas variedades tintas, de vifiedos de Tumbaya, Purmamarca y Humahuaca. Se
evaluaron sus caracteristicas tecnoldgicas (tolerancia al etanol, poder de fermentacién, resistencia
al diéxido de azufre, formacion de espuma, formacion de sustancias adherentes, formacién de
sedimento) y cualitativas (actividad B-glucosidasa, formacion de 4cido a partir de Agar glucosado +
CaCO0s, produccidn de acido sulfhidrico). Se determind que 13 levaduras mostraron caracteres
enoldgicos deseados. Nueve Saccharomyces (QH3, QH5, QH12, QH23, QH42, QH59, QH61, MP20,
MP21, MP26 y MP27) y cuatro no-Saccharomyces (QH37, QH41, MP23, MP3), identificadas como
M. pulcherrima y la ultima como Clavispora lusitaniae, presentaron propiedades cualitativas
eficientes para co-inoculaciones mixtas o secuenciales (Peynado et al., 2019; Burgos et al., 2018;
Ortega et al.,2018).

Estudiar el comportamiento de las levaduras nativas aisladas previamente en distintas
zonificaciones con gran variabilidad de altura puede proporcionar datos relevantes para aumentar
la tipicidad del producto regional y ser una alternativa viable a un producto moderado en alcohol,

gue conserve su perfil vinico y que expanda el mercado objetivo.
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3. Objetivos de estudio
3.1. Objetivo General

Evaluar distintas estrategias fermentativas, con levaduras regionales tanto Saccharomyces
como no-Saccharomyces, para reducir el etanol en vinos Malbec de la Quebrada de Humahuaca y

conocer su impacto en algunas caracteristicas quimicas de esos vinos.

3.2. Objetivos especificos

e Estudiarinoculaciones mixtas y secuenciales con levaduras regionales, para la reduccién del
contenido de alcohol en vinos Malbec de la Quebrada de Humahuaca.
e Determinar la influencia de las estrategias fermentativas propuestas sobre la composicidn

fendlica de los vinos Malbec de la Quebrada de Humahuaca.

4. Hipétesis
4.1. Hipétesis General:

La inoculacién de mostos cv. Malbec de la Quebrada de Humahuaca con levaduras
Saccharomyces y no-Saccharomyces nativas, permite obtener vinos de altura con menor contenido
alcohdlico, sin afectar significativamente la composicion fendlica en términos de parametros

globales y atributos del color.

4.2. Hipétesis especificas

e Una estrategia fermentativa de inoculacién mixta y secuencial con levaduras regionales
Saccharomyces y no-Saccharomyces reduce el contenido alcohdlico del vino.
e Los vinos obtenidos con estas estrategias fermentativas poseen una composicion fendlica

similar a los vinos inoculados sdélo con levaduras Saccharomyces.
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Il. MATERIALES Y METODOS
1. Material vegetal

El ensayo se realizé en mostos provenientes de uvas Malbec (Vitis vinifera L.) de un vifiedo
comercial perteneciente a la “Bodega Vifias del Perchel”, ubicada en Tilcara, provincia de Jujuy (23°

27'45.204"Sur- 65° 21' 29.75" Oeste), a una altura de 2625 msnm (Figura 2).

Las uvas fueron cosechadas manualmente con un contenido de sdélidos solubles de 24°Brix, el

dia 05 de abril del 2024.

f A . O v
Figura 2. Bodega Vifias del Perchel, Tilcara, Jujuy (23° 27' 45.204"'Sur- 65° 21' 29.75" Oeste),
Tilcara, provincia de Jujuy
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2. Microorganismos empleados y disefio experimental

Se utilizaron 3 levaduras: Saccharomyces cerevisiae autdéctona MP27 y Metschnikowia
pulcherrima autdctona MP23, para las estrategias fermentativas combinadas; y S. cerevisiae
comercial EC1118 (Lalvin, Canadd), como control.

Las levaduras autdctonas pertenecen al cepario de la Catedra de Microbiologia de La Facultad
de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Jujuy. Fueron previamente identificadas a nivel

género y especie, por tipificacion microbioldgica MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser
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Desorption/lonization Time-of-Flight) y evaluadas en funcidon de sus caracteristicas enoldgicas:
(Peynado et al., 2019; Burgos et al.,2018; Ortega et al.,2018).
Se implementaron cuatro tratamientos como estrategias fermentativas:

e (CO) Co-inoculacién M. pulcherrima autéctona MP23 [Concentracidn inicial, 2x10° cel/mL]
+ S. cerevisiae autéctona MP27 [Concentracidn inicial, 2x10° cel/mL] (segiin Mestre et al.,
2016).

e (SE) Inoculacién secuencial M. pulcherrima autéctona MP23 [ Concentracidn inicial, 5x10°
cel/mL] + S. cerevisiae autdctona MP27 [48 h después, Concentracién 2x108 cel/mL] (segln
Maturano et al., 2019).

e (S)S. cerevisiae autdctona MP27 [Concentracién inicial, 2x10° cel/mL].

e (COM)S. cerevisiae comercial EC1118 [Concentracidn inicial, 2x108 cel/mL].

Para alcanzar las concentraciones descriptas se empled el protocolo de propagacién de
cultivos propuesto por la Estacién Experimental Agropecuaria Mendoza, Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (EEA Mendoza INTA). La activacidn de cepas se realizé mediante la siembra
en placas con medio YPD-agar (peptona 2 %, dextrosa 2 %, extracto de levadura 1 %, agar 2 %), para
verificar la pureza y viabilidad, seguido de la siembra en 75 mL de caldo YPD (peptona 2 %, dextrosa
2 %, extracto de levadura 1 %). Posteriormente se llevd a agitacidon 130 rpm por 4 h, este volumen
se transfiriéd a 250 mL de caldo YPD y se incubo a 28°C, overnight. Los recuentos se realizaron con
Cémara de Neubauer. Para determinar el volumen de indculo se consideré el volumen de mosto a
fermentar (1,5 L) y las poblaciones a alcanzar, 2x10° cel/mL y 5x10° cel/mL para el caso de la
inoculacidn secuencial con la levadura no-Saccharomyces. Considerando las poblaciones alcanzadas
en la propagacién (2x108 cel/mL para levaduras Saccharomyces y 5x108 cel/mL para levaduras no-

Saccharomyes) se adiciond 15 mL de cada indculo en los fermentadores.

3. Microfermentaciones

Las vinificaciones se realizaron a escala laboratorio, segun protocolos estandares establecidos
por la Estacidon Experimental Agropecuaria Mendoza, Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(EEA Mendoza INTA) (Fanzone, comunicacion personal).

Después de la cosecha descripta en el apartado punto Il.1, se transportaron de forma

inmediata, 12 Kg de uva al laboratorio de la Facultad de Ciencias Agrarias (Jujuy, Argentina). Se
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descobajaron y molieron de forma manual, para obtener 8 L de mosto. Se determiné solidos
solubles, acidez titulable y pH, posteriormente el mosto fue sulfitado (100 mg K,5,0s/L). A partir del
contenido de solidos solubles se estimé el alcohol potencial segin OIV (2012). Las vinificaciones se
realizaron a escala laboratorio, en 8 recipientes de 1,5 L depositando 1 L de mosto por tratamiento.
No se realizé correccion de acidez y pH.

El proceso de fermentacién se llevé a cabo aplicando las estrategias microbioldgicas
previamente descritas en el apartado 1.2, por duplicado. Para ello, luego de la inoculacién los
recipientes de 1,5L se mantuvieron a temperatura controlada de 25 °C, hasta concluir la
fermentacién alcohdlica. Se efectuaron 2 bazuqueos diarios y se midié la temperatura en cada
vinificacion. Se registré diariamente el peso de los recipientes para determinar el progreso de las
fermentaciones y su finalizacion, medido como liberacién de CO, g/100 mL. Se establecié el mismo
tiempo de maduracién, uniformando el tiempo de contacto con los hollejos, en todos los
tratamientos en un periodo de 15 dias.

Una vez concluidas las fermentaciones, se procedié al descubado, trasvasando los vinos a
recipientes de 1 L, donde se realizé el sulfitado (100 mg K,S,0s/L). Se mantuvieron por un periodo
de 4 semanas a 4°C, para la estabilizacidn tartarica. Posteriormente los vinos fueron trasegados a
una distancia de 5 cm de la base y se corrigid el K»5,0s a 40 mg/L, en funcion a los valores de pH, el
SO, libre, la temperatura de conservacién y porcentaje de alcohol estimado, para ser embotellados

y conservados a temperatura ambiente y privados de luz, hasta los analisis correspondientes.

4. Control microbioldgico de las fermentaciones

Se tomaron muestras de cada fermentacion y se realizaron diluciones seriadas a partir de las
mismas alas 72 h, a los 7 dias y al concluir la fermentacién de los ensayos (15 dias). Las muestras se
sembraron en placas de Petri con medio WLN (Oxoid) y se incubaron durante 5 dias a 28°C con el
fin de discriminar desde la morfologia de las UFC y determinar las especies de levaduras presentes
(Pallmann et al., 2001). En la etapa final del proceso, a partir de los cultivos obtenidos en cada

fermentacion, se hicieron repiques en medio YPD-agar para su posterior tipificacion molecular.

5. Control de implantacién-pureza de inéculo

A partir de las colonias aisladas en la etapa final de la fermentacidn, se procedié a la
determinacion de perfil molecular por PCR Interdelta (Legras y Karst, 2003), para comprobar que

cada levadura S. cerevisiae utilizada haya sido capaz de imponerse sobre la poblacidn nativa del
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mosto. Las colonias de M. pulcherrima en cultivos mixtos se diferenciaron en funcién a sus
caracteres macroscopicos (Pallmann et al., 2001).

A suvez, se determind la pureza de los indculos, para ello se aislaron 10 colonias de levaduras
Saccharomyces a partir del caldo YPD utilizado en la propagacién de cultivos previo a la inoculacion.
A partir de estos aislados se determind el perfil molecular por PCR Interdelta a fin de determinar

gue la propagacion correspondié a la cepa S. cerevisiae utilizada.

5.1 Tipificacion molecular de S. cerevisiae

La extraccion total de ADN de las levaduras autdctonas aisladas se realizé de acuerdo con
el protocolo de Hoffman y Winston (1987), mientras que la tipificacion molecular de las cepas de
S. cerevisiae se llevd a cabo mediante PCR-Interdelta optimizada (Legras y Karst, 2003). Los
elementos delta son secuencias largas de repeticion (LTRs por su nombre en inglés Long Terminal
Repeats) de 0,3 kb que estdn repetidas de forma aislada o como parte integrante de los
retrotransposones Tyl al menos 100 veces en el genoma de S. cerevisiae (Ribéreau-Gayon et al.,
2006). Esta técnica utiliza un par de primers que hibridan dentro de los elementos delta (612, 5’
TCA ACA ATG GAATCC CAAC 3’y 6,1, 5 CAT CTT AAC GTA TAT GA 3’), y dado que cada cepa de S.
cerevisiae posee distinto nimero y distribucién de estas secuencias den su genoma, la
amplificacion del ADN entre dos elementos delta puede variar de una cepa a otra, tanto en
numero como en longitud de los fragmentos amplificados, generando patrones moleculares con
diferente nimero y peso de bandas (Fernandez- Espinar et al., 2006; Ribéreau-Gayon et al., 2006;
Legras y Karst, 2003). Ademas, La generacidn de patrones PCR-Interdelta para cada aislado, se
considerd evidencia confirmatoria para la asignacion del mismo a la especie S. cerevisiae de
acuerdo con el criterio de Legras y Karst (2003), quienes indicaron que el método es especie
especifico y otras especies del género Saccharomyces no amplifican a pesar de que presentan
secuencias homdlogas a los retrotrasposones Ty de S. cerevisiae.

Las reacciones de amplificacion se hicieron en un termociclador con tapa caliente
Eppendorf AG 22331 (Hamburgo, Alemania) y las condiciones de los ciclos se detallan a
continuacién en la Tabla 3 El programa completo de PCR-Interdelta tiene una duracién
aproximada de 2 horas. Una vez finalizado, los tubos con los productos de la PCR pueden

conservarse por 24 horas a 42C o bien, a — 202C por varios meses.
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TABLA 3. Programa de PCR-Interdelta utilizado

PASO TEMPERATURA (°C) TIEMPO
1 Desnaturalizacion inicial 95 4 minutos
2a Desnaturalizacion 95 30 segundos
3a Annealing 46 30 segundos
4a Extension 72 90 segundos
5 Extensién final 72 10 minutos

a Los pasos 2, 3y 4 se repiten 35 CICLOS

Los productos de amplificacién se separaron por electroforesis en geles de agarosa al 1,2%
(p/v) sometidos a 90 V durante 70 min en buffer TBE 1X, usando el marcador de peso molecular
100 bp (Invitrogen; Vilnius, Lituania)

Finalmente, los geles se tifieron con bromuro de etidio (0,5 pg. mL-1) y se registraron con
un fotodocumentador (Bio-Rad Universal Hood Il S.N 76S / 03696).

Los patrones de bandas de cada aislado se compararon entre si para definir diferentes

perfiles de amplificacion Interdelta que fueron considerados como cepas distintas.

6. Determinaciones analiticas
6.1. Determinacion de parametros generales de mostos

Después del descobajado y la molienda de uvas Malbec, se determind el contenido de
azucares (sélidos solubles expresados como °Brix) empleando el refractémetro modelo “Numak,

ZGRB-32ATC".

Se determind el pH, mediante medidor multipardmetro modelo “EZDO PL-700PC”, el cual fue
calibrado a 20° C con solucién buffer estandar realizando 2 determinaciones por cada tratamiento
expresando el valor de lectura con 2 decimales. La acidez titulable (acido tartarico, g/L) se determind
mediante titulacidn acido base utilizando NaOH como valorante y fenolftaleina como indicador en

el mosto, seglin la metodologia propuesta por la OIV (2012).

29



6.2 Determinacion de pardmetros generales de los vinos

En los vinos terminados se procedid a la determinacion del contenido de alcohol (%, v/v),
acidez volatil (acido acético, g/L), acidez total (g/L), pH, acido malico (g/L), acido lactico (g/L), glucosa
(g/L), fructosa (g/L), azlcares residuales (g/L), densidad (g/cm?3), e indice de polifenoles totales
(ODS), utilizando el equipo ALPHA FT-IR Wine Analyzer (Bruker Optics, Ettlingen, 27 Germany) y

Alcolyzer Wine® (Anton-Para GmbH, Austria).

6.3. Determinacion de parametros fendlicos generales y andlisis de color.

Después de permanecer 60 dias en botella, de cada uno de los vinos se tomé una muestra y
estas fueron centrifugadas y filtradas por membrana 0.22 um (Microclar, Buenos Aires, Argentina).
Posteriormente se realizd la caracterizacion fendlica de los mismos mediante espectrofotometria
UV-visible (Perkin-Elmer UV-visible Model Lambda 25, Hartford, CT). Se determind el contenido de
fenoles, taninos y antocianos totales junto con pigmentos poliméricos pequefios (SPP), grandes
(LPP) y totales (TPP = LPP + SPP). La metodologia consiste en la lectura espectrofotométrica de
extractos fendlicos y en la precipitacion de taninos con albimina sérica bovina (BSA). Las mediciones
se realizaron a 280 nm (fenoles totales), 510 nm (taninos) y 520 nm (antocianos y pigmentos
poliméricos) (Harbertson et al., 2003; Heredia et al., 2006).

Complementariamente, se procedio a la caracterizacién del color de los vinos empleando el
sistema CIELAB de colorimetria triestimulo (L* para claridad, O negro y 100 blanco; C* para
saturacion o pureza; h,, para tonalidad; y a* b* para matices rojo/verde y amarillo/azul,
respectivamente), seguin lo descrito por Gordillo et al. (2012), siguiendo las recomendaciones de la
Commission Internationale de L’Eclairage (CIE, 2004). Los parametros CIELAB fueron calculados a
partir del espectro de absorcién (380-780 nm) a intervalos de 1 nm con cubetas de vidrio de 1 mm
de paso dptico, empleando un paquete del software R (colorscience R package; Gama, 2024). Las
diferencias de color entre dos muestras (AE*,,) fue calculada como la distancia euclidiana entre dos
puntos (1y 2) en el espacio tridimensional (L* a* b*).

AE*,p, (L*1, a*1, b*1; L*y, a%y, b*2) = [(AL*)2+ (Aa*)? + (Ab*)2]1/2

Doénde AL*= L*; - L*;; Aa*=a*; —a*, y Ab*=b*; - b*,.
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7. Analisis estadistico de los datos:

El andlisis estadistico se realizd con el Software Statgraphics Centurion XIX (software
estadistico Graphics Corp., Warrenton, VA, 2024). Se tested la homogeneidad de la varianza en
todos los resultados utilizando la prueba de Cochran, y se llevdé a cabo un andlisis de varianza
(ANOVA) y Prueba de significancia de Tukey (HSD). Se consideré que un valor p<0,05 era

estadisticamente significativo.
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ll. RESULTADOS Y DISCUSION

Para evaluar la influencia de la inoculacién de las levaduras autdctonas en la reduccién del
contenido alcohdlico de vinos Malbec, se utilizaron las estrategias fermentativas descritas en el
punto 1.2 (SE, CO, S, COM) y se observé que el tratamiento mas efectivo fue SE, al alcanzar los
menores valores de etanol. Se observaron diferencias quimicas estadisticamente significativas para
los vinos fermentados con las diferentes estrategias, pero dentro de rangos normales desde el punto

de vista tecnoldgico, sin afectar la composicién fenélica de los vinos terminados.

1. Parametros analiticos de mostos Malbec

El mosto Malbec inicial, analizado en el dia 0 mostré un contenido de sélidos solubles de
24°Brix, estimando por consiguiente un alcohol potencial de 14,2 % (v/v) al concluir la fermentacion
alcohdélica (OIV, 2012). Por su parte, la acidez titulable fue de 7,2 g/L. El componente acido
mayoritario de este parametro es acido tartarico considerado estable a la degradacion por
microorganismos durante la fermentacion, por lo cual el nivel cuantificado posiblemente aporte una
sensacion de frescura en los vinos terminados, mejorando la estructura, el equilibrio y el sabor final
en boca (Jackson, 2000).

El pH del mosto fue de 3,72. Este valor es compatible con el rango de pH determinado por
Fanzone (2012) para diferentes regiones vitivinicolas de Mendoza que representan condiciones de
mosto que favorecen tanto una acidez equilibrada como el control microbioldgico y la estabilidad el
color. Barroso et al. (2017) analizé el pH de mostos de Cabernet Sauvignon en 24 vifiedos de
Argentina (Salta, Jujuy) y obtuvo valores de pH de 4,05 (2437 msnm). Por su parte Assof, (2019)
obtuvo valores de pH = ~3,48, 1000 msnm, en las regiones de Gualtallary, Agrelo y La Libertad,
Provincia de Mendoza. Ambos autores sugieren una tendencia de aumento de pH a medida que

aumenta la altitud del vifiedo, por lo que el valor obtenido en este estudio es menor al esperado.
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2. Crecimiento de las levaduras y cinética fermentativa

En primer lugar, cabe destacar que el potencial enoldgico de las levaduras empleadas en este
ensayo ha sido estudiado por otros autores y publicado previamente (Peynado et al., 2019; Burgos
et al.,, 2018; Ortega et al.,2018). En el presente estudio, las levaduras iniciaron sin mayores
dificultades la fermentacidén del mosto, tolerando la concentracion inicial de K,5;0s (100 mg/L) y

manifestando un breve periodo de latencia (Figura 3).

Co-Inoculada(CO) Secuencial (SE)

16 10 14 10

12

10 jI I 7

= = o El
E = £
g1 6 O S 4 7 6 T
S s E 1 5
o 8 x > g e} 5 735
s g g
S 6 s < s S
. = 5 3
= 3058 4 7 3 =
4 A
2 2
2 2 7
1 i 1
0 0 0 0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Dias Dias
Saccharomyces (S) Comercial (COM)
10
O o A
2 ¥ 1 G
Ple ! 3
) T - . =
e g e g
$ 1 2% .
T - -
y
3
1
1 g 3 1 B 11 1 1 1
Dias Dias
Produccion de CO, Levadura EC1118 @—® Levadura MP27 Levadura MP23

Figura 3. Evolucién de las poblaciones de levadura (Log UFC/mL) y produccién de CO; (g/100 mL) durante la
fermentacion de vinos Malbec. (COM) EC1118 cepa comercial de S. cerevisiae; (S) cepa regional de S. cerevisiae
(MP 27); (€CO), Coinoculacion S.cerevisiae/ M.Pulcherrima (MP 27/MP 23); (SE) Inoculacién Secuencial M.
Pulcherrima /S. cerevisiae (MP 23/MP 27)
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En la figura 3 puede observarse que las fermentaciones evolucionaron de manera similar en
cuanto a pérdida de peso (g CO,/100 mL), con una pérdida total de 13,00 + 1,23 para el tratamiento
CO, 11,57 £ 0,61 para el tratamiento SE, 12,27 + 0,28 para el tratamiento S y 13,00 £+ 0,19 para el
tratamiento COM (Tabla 4). La duracion aproximada fue de 15 dias, a excepcidn de la fermentacion
llevada a cabo por la levadura comercial, la cual concluyé al dia 11. Este ultimo periodo se asemeja
con lo descripto por Contreras et al. (2014), quien utilizé la levadura enoldgica Saccharomyces AWRI
1631 como control, en mosto Syrah, sin condiciones de aireacion modificada. Algunos autores han
reportado hasta 3 semanas de duracidn para concluir este proceso con levaduras autdctonas
(Cuello et al., 2017), cuando ensayaron fermentaciones en mosto de uva blanca.

La primera etapa de las fermentaciones mostro diferencias en funcién del momento y el tipo
de levadura de los inéculos, con una marcada diferencia entre SE y el resto de los tratamientos. Para
este tratamiento, SE, se evidencié la menor capacidad fermentativa de las levaduras no-
Saccharomyces (Contreras et al., 2014, Gonzales et al., 2013), por un bajo desprendimiento de CO,
en las primeras 48 h, a pesar de ser inoculadas en una concentracién de 5x10° cel/mL inicialmente.
El proceso recién se acelerd, es decir se observo el incremento en el desprendimiento de CO,, al
tercer dia, 24 h después de la inoculacidon con Saccharomyces por lo que se estima un pronto
predominio de estas levaduras.

Todas las vinificaciones mostraron incremento acelerado en la poblacién de levaduras (Figura
3) durante las primeras 72 h, manifestando similares incrementos del desprendimiento de CO,. Esta
relacion se establece por la multiplicacion de células en fermentaciones ensayadas en iguales
condiciones de maceracion.

La tasa de produccién de CO; del tratamiento COM, fue mayor que toda las demas, en el
transcurso de los primeros 7 dias, con una diferencia significativa respecto al tratamiento SE (Tabla
4). En el primer caso se puede interpretar a la levadura comercial como mas eficiente en la
conversion de azucares a etanol desde el momento inicial, lo g se asemeja a lo reportado por otros
autores (Lin X et al.,, 2022; Maturano et al.,, 2019, Fanzone et al., 2020). Mientras que en el
tratamiento SE, se observd una menor eficiencia transformando azlcares a etanol y otros
metabolitos de las levaduras no-Sacharomyces presentes durante las primeras 48 h (Goold et al.,
2017), lo cual fue previamente comentado al observar el desprendimiento de CO, como indicador
de la dindmica fermentativa. La presencia inicial de estas levaduras, previa a la inoculacion de S.

cerevisiae podria conducir a esta diferencia significativa para el tratamiento SE.
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TABLA 4. Pérdida de Peso expresada en g de CO,/100mL al 7° y al
15° dia de fermentacién

Tratamiento Dia7 Dia 15

CcO 11,13 % 0,28 AB 13,00 + 123 A
SE 10,30 + 0,14 A 1157 + 061 A
S 10,53 + 0,38 AB 1227 + 028 A
COM 11,70 + 042 B 1300 + 019 A

*Media + DE (Desviacidn estdndar) (n = 2). Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre
tratamientos (Prueba Tukey HSD, p<0,05). Estrategias fermentativas: (COM) EC1118 cepa comercial S. cerevisiae; (S) cepa
autdctona de S. cerevisiae (MP 27); (CO), Coinoculacidn S. cerevisiae/ M. pulcherrima (MP 27/MP 23); (SE) Inoculacién
Secuencial M. pulcherrima /S. cerevisiae (MP 23/MP 27)

Las levaduras nativas alcanzaron poblaciones de 8,44-8,64 Log UFC/mL al 7° dia de
fermentacién. Estos niveles se asemejan a lo descripto por Mestre et al., (2019) que reporta
poblaciones de 8,3 Log UFC/mL al 7° dia de fermentacidn, cuando ensayd levaduras Saccharomyces
nativas en mostos Malbec. Estas cantidades fueron disminuyendo durante el proceso de
fermentacion hasta valores de 7,48-8,09 Log UFC/mL. No se observan desviaciones en los procesos
fermentativos. Se puede considerar que las levaduras Saccharomyces lograron una implantacion
efectiva en las fermentaciones en funcion del andlisis de la dinamica poblacional.

Las colonias de M. pulcherrima utilizada en cultivos mixtos, coinoculacidon e inoculacion
secuencial, se distinguieron de las de S. cerevisiae por el desarrollo de colonias de color rosa palido
rodeado de un halo marrdn rojizo. Este color se debe a la produccidn de pulcherrimina, que actuda
como quelante del hierro, comun entre las cepas de M. pulcherrima (Kurtzman et al., 2001). Sélo
se observaron colonias caracteristicas de M. pulcherrima en el tratamiento SE en cantidades de
7,09 Log UFC/mL a las 72 h luego de su inoculacidn. Se ha mencionado que, por lo general ambas
levaduras (Saccharomyces y Metschnikowia) pueden coexistir hasta 3 dias (Lin et al., 2022). El
descenso de Metschnikowia se produce por la baja resistencia al etanol producido por
Saccharomyces (Loira et al., 2020; Wang et al., 2016; Sadoudi et al., 2012). Saccharomyces también
es mucho mas eficiente en el consumo de azlcares simples, nitrogeno asimilable y vitaminas. Esto
puede dejar a M. pulcherrima sin recursos antes de completar su crecimiento (Wang et al., 2016).
En este contexto, la capacidad de formar colonias es la primera actividad vital que se pierde y se

producen cambios progresivos en la permeabilidad de la membrana celular (Andorra et al., 2010)
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En SE, se observd una marcada diferencia en la poblaciéon de levaduras Saccharomyces
después de 24 h desde su inoculacidn (dia 3) con respecto al mismo tiempo transcurrido en las otras
fermentaciones, mostrando una multiplicacién acelerada. Esto se podria atribuir al consumo de
azucares en ese periodo por parte de Metschnikowia, reduciendo el impacto del estrés osmotico
en Saccharomyces disminuyendo su fase de latencia. También se puede asociar a la gran actividad
proteolitica de M. pulcherrima, que es capaz de promover la degradacidn de aminoacidos,
favoreciendo asi una mejor disponibilidad de nitrégeno para el crecimiento de S. cerevisiae (Benito
et al., 2019). Una situacién similar fue reportada por Fanzone et al. (2020), quienes verificaron el
aumento de poblacién en el tratamiento secuencial utilizando inoculacién con la levadura no-
Saccharomyces Hanseniaspora uvarum, seguida de la levadura Saccharomyces comercial EC1118.

A pesar de la diferencia en la dindmica poblacional y los ritmos de fermentacidon, se
observaron bajos valores de azucares reductores en los vinos obtenidos con los tratamientos SE y
COM (Tabla 5). El éptimo consumo de azucar se reflejé en los volimenes finales de alcohol con
valores maximos de 16,14 £ 0,05 % v/v en COM y en contraparte el menor volumen alcohdlico de
14,0 £ 0,02 % v/v % en SE. Estos valores se atribuyen a la gran eficiencia de conversion de azlcares
en etanol de la levadura comercial (Bauer et al., 2000; Fleet et al., 1993) en COM vy al trabajo
compartido de conversion de azlcares a etanol y otros metabolitos, posiblemente glicerol, en SE
(Ribereau-Gayon et al., 2006; Contreras et al., 2014). Las levaduras no-Saccharomyces producen
glicerol en respuesta al estrés osmatico inicial por la elevada concentracidn de glucosa en el mosto
(Noti et al; 2015), el consumo precoz de azucares disminuye los recursos fermentables disponibles
para levaduras Saccharomyces reduciendo el volumen alcohédlico producido. Ademds M.
pulcherrima utiliza la glucosa como fuente de carbono, lo que produce un efecto sinérgico entre
estos factores.

La diferencia entre el CO; desprendido y distintos volumenes de etanol, se atribuye a la
actividad metabdlica diferente y propia de cada especie de levadura. La falta de oxigeno y la
acumulacién de etanol pueden desviar la ruta del piruvato a la produccién de alcohol, hacia la
formacidon de metabolitos secundarios como la acetoina y el 2,3-butanodiol, derivados del
metabolismo secundario de las levaduras (Romano et al., 1996). En términos generales, M.
pulcherrima produce cantidades relativamente intermedias de estos compuestos en relacién con
otras levaduras (Morata et al., 2019c) lo cual podria explicar las diferencias detectadas previamente

mencionadas en cuanto a produccién de CO; y de etanol.
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3. Parametros analiticos de los vinos Malbec

La inoculacion combinada de M. pulcherrima y S. cerevisiae ha sido estudiada en otras
oportunidades, con el objetivo de modificar el contenido alcohdlico en vinos, logrando
fermentaciones reducidas hasta en un 1,6% v/v de etanol (Contreras et al., 2014; Morales et al.,
2015; Canonico et al., 2016). Las estrategias de co-inoculacion, ensayadas en el presente trabajo
(momento de inoculacidn, poblaciones de cada indculo), fueron estudiadas de forma previa,
utilizando la levadura no-Saccharomyces H. uvarum, obteniendo resultados satisfactorios en la
reduccién de alcohol a escala de laboratorio (Maturano et al., 2019; Mestre et al., 2019).

Los parametros analiticos expresados en la Tabla 5 destacan la variabilidad en el contenido
de etanol de los vinos obtenidos, con una diferencia significativa entre SE y el resto de los
tratamientos, con una reduccién | de 2,11 + 0,03 % v/v por parte de la estrategia secuencial. Los
resultados muestran el logro del objetivo principal de este estudio. Este resultado es inclusive mejor
a lo obtenido en otros trabajos similares, por ejemplo, Varela et al., (2016), quienes lograron una
reduccion de 1% v/v de etanol, por otro lado, Contreras et al., (2014), obtuvieron reduccién de
etanol de 1,6 % v/v, siendo trabajos que emplearon protocolos similares de indculos secuenciales.
Por otro lado, Canonico et al. (2019) obtuvieron una reduccién en etanol del 1,38% v/v, con
tratamientos en condiciones de aireacién modificada, lo que contribuye al metabolismo aerdbico

de no-Saccharomyces (Guindal et al., 2023).

TABLA 5. Parametros analiticos generales de los vinos obtenidos aplicando estrategias fermentativas

Tratamiento com SE S co Valor p
Etanol %v/v 16,14 + 0,05 C 14,03 + 0,02 A 14,83 + 0,30 B 1534 + 0,01 B 0,0007
Acidez Volatilg/L 0,39 + 0,01 AB 0,47 + 0,00 B 033 + 001 A 0,29 + 0,06 A 0,0128
Acidez Total g/L 543 + 013 A 594 + 0,03 B 596 + 0,02 B 588 + 015 B 0,0175
pH 405 + 004 B 405 + 004 B 3,74 + 005 A 384 + 003 A 0,0032
Acido Malico g/L 294 + 016 B 322 + 0,03 B 241 + 0,04 A 258 + 002 A 0,002
Glucosa g/L 0,00 + 000 A 0,00 + 0,00 A 020 + 010 A 0,50 + 004 B 0,0021
Fructosa g/L 0,89 + 027 A 0,55 + 0,01 A 1,26 + 0,04 AB 193 + 030 B 0,0099
Azucar Total g/L 0,00 + 000 A 0,00 + 000 A 1,07 + 047 AB 2,13 + 0,34 B 0,0047
GluFRuc g/L 0,85 + 034 AB 0,07 + 0,09 A 1,68 + 0,04 BC 259 + 035 C 0,0022

)ensity g/cm’® 099 + 000 A 099 + 0,00 B 099 + 000 A 0,99 + 0,00 AB 0,025
OoDS 66,34 + 441 66,46 + 2,38 63,77 + 0,30 61,54 + 2,21 0,3498

*Media + DE (Desviacion estandar) (n = 2). Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas entre
tratamientos (Prueba Tukey HSD, p<0,05). Estrategias fermentativas: (COM) EC1118 cepa comercial S. cerevisiae; (S) cepa
autdctona de S. cerevisiae (MP 27); (CO), Coinoculacién S. cerevisiae/ M. pulcherrima (MP 27/MP 23); (SE) Inoculacidn
Secuencial M. pulcherrima /S. cerevisiae (MP 23/MP 27)
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El resultado exitoso obtenido en inoculaciones mixtas de levaduras Saccharomyces y no-
Saccharomyces en cuanto a la reduccidon de etanol se sustenta en varios comportamientos
observados en este Ultimo tipo de levaduras. En mostos inoculados con 2 levaduras diferentes, la
coexistencia, da lugar a la competencia por el oxigeno, ralentizando la via piruvato deshidrogenasa,
lo cual se ha sugerido, puede favorecer la formacién de glicerol (Lin et al., 2022).

Se estima que M. pulcherrima puede metabolizar hasta un 40% de los azucares del mosto en
condiciones aerdbicas con un rendimiento de 0,31 g de etanol/g de azucar (Contreras et al., 2014).
Ademads M. pulcherrima posee una gran actividad esterasa y B-glucosidasa que da lugar a esteres
etilicos y acetatos consumiendo parte del etanol en el proceso (Charoenchai et al., 1997, Comitini
et al., 2011). Sin embargo, estos rasgos no son caracteristicos de todas las cepas pertenecientes a
esta especie (Contreras et al., 2014, Zoot et al., 2015).

Como se describid en el apartado 1ll.1, el pH de los mostos, mostro valores, en funcién a la
altitud del vifiedo. En las vinificaciones el pH se elevod, y los tratamientos COM y SE alcanzaron
valores que podrian afectar su estabilidad final (Tabla 5).

Respecto a la acidez total (Tabla 5), los valores se encuentran dentro del rango esperado (4,5
a 7 g/L) y los valores obtenidos se asemejan a lo reportado por Canonico et al. (2023). En la
vinificacion con la levadura comercial, se observa menor concentracién de acidos, y es significativa
respecto a los vinos producidos con las levaduras nativas, lo que sugiere un consumo moderado de
los acidos del mosto en COM. Las cepas comerciales son seleccionadas por sus actividades
enzimaticas especificas, brindando vinificaciones uniformes (Beltran et al., 2002, Santamaria et al.,
2005). Mestre et al. (2019) reportd resultados similares cuando se compararon los tratamientos en
los que se combinaron cepas Saccharomyces y no-Saccharomyces (Hanseniaspora uvarum), en
donde el control fermentado sélo con Saccharomyces tuvo menos produccién 4cida.

En cuanto a la acidez volatil (Tabla 5), se observaron valores relativamente bajos, lo que indica
una buena estabilidad microbioldgica, describiendo bastante homogeneidad entre los tratamientos,
lo que se asemeja a los resultados obtenidos por Comitini et al. (2011) y Morales et al. (2015),
guienes ensayaron cultivos mixtos con la misma combinacién de especies y obtuvieron valores de
0,3 a 0,4 g/L. Los tratamientos con levaduras indigenas S y CO, mostraron una acidez volatil atn
menor. El tratamiento SE presenta el valor mas alto, atribuible al metabolismo de M. pulcherrima
durante las primeras 48 h y la consecuente produccion de acido acético (Guindal et al., 2023), sin
embargo, no es estadisticamente diferente a COM. Estudios anteriores obtuvieron resultados

similares (Contreras et al., 2014). Sin embargo, se reporta que estos valores de acidez volatil
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aumentan al exponer las fermentaciones a condiciones de aireacién modificada (Morales et al.,
2015).

Ningun tratamiento produjo cantidades detectables de acido lactico (Tabla 4), por lo que se
estima la ausencia de fermentacién malolactica espontdnea. Esta puede ocurrir espontadneamente,
sin agregado de bacterias lacticas seleccionadas luego de concluida la fermentacion, en condiciones
de temperatura y tiempo adecuados para ello (Lonvaud-Funel, 1999), lo cual no estaba previsto en
este ensayo.

Los niveles de acido malico (Tabla 5) se mantuvieron dentro del rango normal (2 a 6,5 g/L)
(Ribéreau-Gayon et al., 2000). Los valores expresados estan asociados a la region climatica de
cosecha (Gallander, 1977). En regiones con temperaturas nocturnas frias (Quebrada de Humahuaca-
Jujuy), se ralentiza la degradacién de este acido (Gaiotti et al., 2018). Se obtuvieron valores menores
en los tratamientos S y CO. Las diferencias de pardmetros entre tratamientos se pueden atribuir a
que, una porcién del acido malico del mosto puede ser degradado por la mayoria de los
microorganismos del vino, estos se dividen en 2 grupos, Krebs (+) que incluye no-Saccharomyces y
Krebs (-), principalmente S. cerevisiae con una aptitud variable para utilizar este recurso en funcion
de la cepa (Mendes Ferreira et al., 2020).

Los niveles de glucosa (Tabla 5) se mantuvieron bajos demostrando que se completaron todas
las fermentaciones.

Se observan bajos valores de fructosa (Tabla 5) en general. COM y SE mostraron un consumo
eficiente de este azlcar, lo cual podria evidenciar un mayor caracter fructofilico respecto a los otros
tratamientos. En levaduras comerciales, esta caracteristica es dependiente de la cepa, e
independiente de su capacidad fermentativa (Berthels et al., 2004). MP tiene la capacidad de usar
fructosa como fuente de carbono (Morata et al., 2019a), pudiendo iniciar el consumo de azucares
en los primeros dias de fermentacidn. Se observa la misma tendencia en los niveles de glucosa, pero
en un grado mucho menor.

Respecto al azucar residual (Tabla 5) descripto como azucar total, se observa que las
fermentaciones COM y SE fueron completas, y la menos eficiente fue CO, atribuible a la
competencia simultanea de cepas por nutrientes, reduciendo la eficiencia fermentativa de
Saccharomyces. Sin embargo, en todas las fermentaciones se detectaron concentraciones muy bajas
(menor a 3 g/L de azucares).

Los valores de COM y SE coinciden con lo descripto por Candnico et al. (2016) cuando

ensayaron fermentaciones monocultivo y mixtas, compuestas por S. cerevisiae Lalvin EC1118 y
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Metschnikowia pulcherrima DiSVA269, en jugo natural de uvas verdicchio, obteniendo valores de
azucares residuales menores a 2 g/L

Los valores de densidad (Tabla 5) fueron adecuados para una vinificacién tinta, similares en
todos los tratamientos a pesar de la variabilidad en el consumo de fructosa.

Respecto al IPT (indice de polifenoles totales), no se observaron diferencias estadisticamente
significativas, (p = 0,3498). Los valores obtenidos fueron mayores a lo descripto por otros autores
(Torres-Diaz et al., 2024), en donde se proponen tratamientos con la misma combinacion de cepas
en mostos Tempranillo. Sin embargo, estan por debajo de los valores obtenidos por Barroso et al.
(2019), que mostro niveles de IPT de 78 en vinificaciones Malbec del afio 2016 provenientes de uvas
de una altura similar (2600 m). En el apartado II1.5 se desarrolla de forma especifica este parametro.
Estos valores expresan, una buena estructura fendlica asociada a la extraccién durante la
vinificacién y a la calidad potencial de las uvas empleadas.

La variabilidad de los distintos parametros en estrategias de fermentacién similares (SE y CO)
en condiciones estandarizadas, dependen de las dindmicas de concentracién de azlcar, los valores
de pH y la disponibilidad de nitrégeno, afectando la interaccién entre levaduras Saccharomyces y

no-Saccharomyces (Wang et al., 2016).
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4. Pureza de indculo y control de implantacion

Para controlar que la multiplicacién de la levadura nativa MP27 fue realizada de manera
correcta sin la incorporacién de otras levaduras contaminantes se utilizd la metodologia de
diferenciacidn intraespecifica PCR Interdelta (Legras y Karst, 2003). Para ello, se evaluaron colonias
Saccharomyces aisladas en medio de cultivo WLN agar, a partir del caldo YPD empleado como paso
final del protocolo de multiplicacidn celular. Las colonias mostraron caracteristicas macroscoépicas
similares, indicio de un cultivo monocepa. En la Figura 4 puede observarse que se obtuvo el mismo

patron molecular en 10 aislados, indicando una pureza del 100%.

\
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Figura 4. Gel agarosa 1,2 % de patrones PCR Interdelta de colonias aisladas en etapa final de las
fermentaciones. M: marcador de peso molecular 100 bp; (COM) EC1118 cepa comercial de S. cerevisiae;
(S) cepa autdctona de S. cerevisiae (MP 27); (€CO), Coinoculacion S. cerevisiae/ M. Pulcherrima (MP 27/MP
23); (SE) Inoculacion Secuencial M. Pulcherrima /S.cerevisiae (MP 23/MP 27), (IN 1; IN2, IN3, IN4, IN5, IN6,
IN7, IN8, IN9, IN10) patrones correspondientes a 10 colonias de indculo de cepa autéctona MP27.

Por otro lado, al concluir las fermentaciones, se realizé la siembra de las muestras de cada
tratamiento en el medio de cultivo WLN agar y luego del desarrollo de las colonias de levaduras, se
verificd una homogeneidad a nivel de caracteristicas macroscépicas de las mismas y se repicaron en
YPD-agar para el almacenamiento de cultivos puros. Para cada aislado de esta etapa se obtuvo el
perfil molecular por PCR Interdelta. Para cada fermentacién sélo pudo contarse con el perfil
molecular de un aislado, siendo entonces los resultados que se muestran a continuacién
orientativos de lo ocurrido en cada caso.

Para las fermentaciones con levaduras comerciales (COM), se observd el mismo patréon en
ambas réplicas indicando que en ambos casos, la misma levadura estaba presente al final de esta
fermentacién, ademas no se observd para estas fermentaciones presencia de la levadura autdctona

usada como indculo en las fermentaciones S, SE y CO, lo cual podria ser indicio de que no hubo

41



contaminacion con la misma durante los procedimientos involucrados en la etapa fermentativa. Las
levaduras de las fermentaciones CO y S mostraron el mismo patrén, sin embargo, este patrén no
fue coincidente con el de la levadura nativa inoculada, indicando la posibilidad de la presencia de
otra levadura en esta etapa del proceso. Es una posibilidad que otra cepa S. cerevisiae proveniente
del mosto, pudo haber predominado al final de ambas fermentaciones. Lo cual puede ocurrir si
estas cepas nativas tienen mejor aptitud para la fermentacidn y caracteristicas competitivas como,
por ejemplo, la produccién de toxinas killer, lo cual no ha sido estudiado en el presente trabajo.
Este tipo de comportamiento ha sido reportado en otros estudios donde cepas no inoculadas,
aparecen en las fermentaciones (Santamaria et al., 2005; Maturano et al., 2015). También debemos
considerar que las levaduras nativas provenientes del mosto estdn mejor aclimatadas a las
condiciones geo-botdnico-climatoldgicas del vifiedo de origen. Diferentes regiones viticolas poseen
patrones microbianos distintivos e identificables, correlacionados con las condiciones climaticas
locales (Bokulich et al., 2014). La regién de Quebrada de Humahuaca posee una gran variabilidad
de condiciones climdticas en vifiedos situados a poca distancia relativa con otras zonas productoras.
Para las fermentaciones secuenciales SE, se observaron patrones diferentes en cada réplica y
ninguno fue coincidente con el del inéculo de Saccharomyces nativo ni con la cepa comercial
utilizada. Algunos autores describen problemas de implantacién en estrategias secuenciales, por el
tiempo trascurrido hasta que se inocula la levadura del género Saccharomyces (Pérez et al., 2018).
Hay que destacar que el caracter proteolitico de M. pulcherrima (Charoenchai et al., 1997), produce
aminodcidos que pueden promover el crecimiento de otras levaduras. Las cepas de Saccharomyces
provenientes del mosto podrian haber aprovechado mejor estos recursos debido a su pre-
adaptacion a la composicidn nutricional del mosto y luego predominar al final del proceso.

Como ya se menciond, los resultados estan limitados en su alcance porque se contd sélo con
pocas colonias representativas de cada fermentacion para el analisis molecular, por ello no
podemos estimar el porcentaje de implantacidn. Sin embargo los recuentos poblacionales , las
cineticas fermentativas expresadas en la Figura 3, en conjunto con las evidencias estadisticas
expresadas en Tabla 5, sugieren que las estrategias de inoculacién empleadas condujeron a las

diferencias observadas en los vinos.
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5. Determinacidn de parametros fendlicos generales

En la Tabla 6 se puede observar que los tratamientos fermentativos influyeron de forma
significativa en el contenido de Fenoles Totales, LPP (pigmentos poliméricos grandes), SPP

(pigmentos poliméricos pequefios) y TPP (pigmentos poliméricos totales).

TABLA 6. Valores de probabilidad
(ANOVA) para parametros fendlicos y de
color obtenidos para las estrategias
fermentativas evaluadas.

Parametro valor p
Fenoles totales 0,0143
Taninos totales 0,087

Antocianos totales 0,3926
LPP 0,0141
SPP 0,002

TPP 0,0015
L* 0,0502
C* b 0,0195
h* ., 0,0064

Un valor p < 0,05 se considera
significativo. Los valores resaltados en
negrita corresponden a valores p
mayores a 0,05

En la Figura 5 se observan menores cantidades de Fenoles Totales en las fermentaciones con
levaduras nativas (~22%), respecto a la levadura comercial. La mayor extraccion de compuestos
fendlicos se asocia a los menores niveles de pH (Fanzone et al., 2020), sin embargo, los tratamientos
COM y SE obtuvieron valores similares de pH (~4,05) (Tabla 5) y mayores valores de fenoles totales.
El tratamiento COM (B) mostré niveles significativamente superiores de fenoles totales y se observa
cierta homogeneidad con respecto a SE (AB) con una diferencia del 15%. Esta comparacion es de
interés, porque, SE obtuvo el menor contenido de etanol y su tendencia se puede atribuir a la
presencia de M. pulcherrima que produce enzimas extracelulares como pectinasas y glucosidasas,
gue facilitan la liberacién de compuestos fendlicos, aportando al contenido de fenoles totales (Jolly

et al., 2006).
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Figura 5. Parametros fendlicos globales de vinos Malbec obtenidos aplicando estrategias fermentativas en la vinificacion.
Letras diferentes para cada grupo de barras indican diferencias estadisticas significativas (prueba Tukey HSD, p < 0,05).

En este pardmetro se consideran a todos los compuestos fendlicos que contienen di hidroxilos
vecinales (dos grupos -OH en posiciones adyacentes del anillo aromatico) (Harbertson et al., 2006),
incluyendo taninos, flavan-3-oles y flavonoles. Se obtuvieron valores de fenoles totales de ~1851,39
mg/L, estos niveles expresan una alta concentracién de compuestos, en funcién a la maduraciéon de
la uva y una buena extraccién en la vinificacion (Fanzone et al., 2011; Liang et al., 2012).

Respecto a los antocianos y taninos, los polisacaridos de las levaduras son capaces de
retenerlos evitando su precipitacion, mejorando la estabilidad el color y reduciendo la astringencia
(Escot et al., 2008). Estas moléculas se liberan de la pared celular de la levadura durante los procesos
de fermentacién alcohdlica y crianza del vino. La cantidad liberada depende del nimero de células
formadas (Domizio et al., 2014). Los menores valores de pH también intervienen en estos
parametros, dado que ralentizan la extraccién de taninos y antocianos, favoreciendo este proceso
aumentando su concentracion, durante la maceracién (Canals et al., 2005; Kontoudakis et al., 2011).
En el presente estudio, se observa que los valores de pH (Tabla 5) influyeron solo en el contenido
de antocianos (Figura 5), estableciendo una relacion directa, y no hubo impacto significativo por

parte de las levaduras (Tabla 6).
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Estos, resultados se asemejan a lo descripto por Minnaar et al. (2019), que obtuvo mayor
concentracién de antocianos y menores cantidades de fenoles totales en fermentaciones mixtas con
la misma combinacion de especies de levaduras. Esto sugiere que las estrategias fermentativas
podrian tener impacto sobre los fenoles de bajo peso molecular no-antocidnicos, como &acidos
fendlicos y flavonoides (Caridi et al., 2004).

Los pigmentos poliméricos que se forman en la vinificacién proporcionan un color estable y
generan buena sensacién en boca. Su produccidon depende de la cantidad molar relativa de
antocianinas y taninos (Kilmister et al., 2014). Los pigmentos poliméricos totales resultan de la suma
de pigmentos poliméricos pequefios (SPP; incluyendo piranoantocianinas y aductos con puentes de
etilo de flavanol-antocianina, que no pueden precipitar proteinas y son resistentes al blanqueo por
S0,) y pigmentos poliméricos grandes (LPP; aductos covalentes entre taninos y antocianinas, de
peso molecular relativamente alto, que pueden precipitar proteinas y son resistentes al blanqueo
por SO,) (Adams et al., 2004). Se ha observado que en fermentaciones secuenciales, M. pulcherrima
favorece la produccion de fracciones oligoméricas, que actian como puentes entre las antocianinas
y los taninos, promoviendo la polimerizacién de pigmentos (Escott et al., 2016). También se ha
observado un aporte a la concentraciéon de manoproteinas durante ensayos de vinificacion a escala
de laboratorio (Domizio et al., 2014).

El contenido polimérico total (TPP) del tratamiento con levaduras comerciales, fue mayor que
el de las vinificaciones con levaduras nativas. Entre estas ultimas, el tratamiento SE obtuvo los
mayores valores. La formacion de LPP y SPP siguieron la misma tendencia, mostrando una relacién
directa con el contenido de fenoles totales. En cuanto a SPP se observaron contenidos
estadisticamente similares entre los tratamientos de interés COM (B) y SE (B) con valores de 3,5y
3,2 respectivamente, lo que contribuiria a la estabilidad del color y resistencia al SO, en el
tratamiento experimental. En los valores de LPP, también se observaron valores similares entre
estos 2 tratamientos, pero en un grado menor, lo que podria reducir la estabilidad del color y Ia
resistencia de SO, a largo plazo, reduciendo el potencial de guarda. El contenido tanico también
mostré la misma tendencia, con un valor p de 0,087, siendo insuficiente para considerarlo
significativo.

De acuerdo con lo observado se puede interpretar que el tratamiento COM mostré mayor
concentracién en todos los pardmetros fenélicos y el tratamiento SE presento una tendencia similar.
En COM, estos resultados pueden estar asociados al mayor vigor fermentativo observado en la

Figura 3, que fue determinante en las primeras etapas de fermentacion, donde el aumento
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temprano de la concentracidn alcohélica pudo favorecer la solubilidad y la liberacidn de estos
compuestos (Gordillo et al., 2010., Kunsagi-Maté, et al., 2008).

A medida que se desarrollé la fermentacién, la levadura comercial pudo ser mas eficiente en
la produccidn de acetaldehido formando compuestos fendlicos mas estables (Caridi, 2007) Esto
coincide con lo descripto por Romano et al. (2008) quienes al fermentar utilizando 12 cepas
Saccharomyces distintas, obtuvieron una correlacién positiva entre los niveles de compuestos
fendlicos de las vinificaciones y el poder fermentativo de la cepa y su rendimiento de etanol.

Por otro lado, los resultados obtenidos se asemejan a lo reportado por Caridi et al., (2004),
quienes obtuvieron menor contenido fendlico en vinos reducidos en alcohol. También hay que
agregar que las vinificaciones nativas fermentaron a un ritmo mds lento y se obtuvo menor
contenido fendlico. Esto coincide con lo reportado por Mazza et al. (1999), que encontré un
comportamiento similar cuando ensayé la cepa Saccharomyces Wadenswil 27 en comparacion con
levaduras nativas. Las levaduras nativas no impactaron en el contenido de antocianos, y redujeron
los contenidos fendlicos totales, influyendo en todos los pigmentos poliméricos de diferente peso

molecular.
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6. Analisis de Color

Para realizar una valoracion adecuada del color de los vinos, se llevd a cabo un anélisis
utilizando el espacio de color CIELAB. La Figura 6 muestra la ubicacién de los 4 tratamientos en el
plano de color (a*b*) del espacio CIELAB y valores L* (claridad). El andlisis ANOVA representado en
la TABLA 6, muestra un efecto significativo (p< 0,05) al aplicar las estrategias fermentativas en el
color final de los vinos Malbec, en términos cuantitativos (C*,,) (saturacion de color) y cualitativos

(h*ab) (tonalidad); sin apreciarse impacto en la claridad (L*).
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Figura 6. Parametros CIELAB de vinos Malbec. (A) (a*b*) Diagrama; Chroma (C*ab) es un vector que
une el punto (ubicacién del vino) con el origen de coordenadas; hue (hab) es el angulo de este vector.
(B) Claridad (L*).

Se observaron pequefias diferencias de saturacion de color entre los tratamientos COM y SE
dados los valores de C*,,, (COM, 52,74; SE 50,47), describiendo vinos de colores vivos, mostrando
gran similitud entre ambas vinificaciones (Figura 6). Las pequefias diferencias, pueden asociarse a la
degradacién de pectinas de la pared celular de los hollejos en funcién a una actividad enzimatica
variable entre cepas (Caridi et al., 2004) y entre especies (Maturano et al., 2009). Asimismo, los vinos
obtenidos con SE mostraron una tonalidad mds azul-violacea (h*a, = 1.32) en comparacion con COM
(h*ab = 6,83). Por su parte, las vinificaciones S y CO, presentaron mayor tonalidad violacea respecto
a los tratamientos descritos anteriormente (h*., ~ 0). En general, los vinos no presentaron una
marcada tonalidad violeta, caracteristica de la variedad, asociado posiblemente a los altos valores
de pH obtenidos.

Como era de esperar, el parametro L* (p =0,052) mostré un comportamiento opuesto a C*,p,

cuando el primero disminuye, el segundo aumenta (Figura 6). Esto se debe a que los compuestos
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fendlicos que oscurecen el vino (reduciendo L*), también intensifican su color (aumentando C*,p).
El valor L* es el eje vertical y define la claridad del vino, que es la propiedad por la cual, cada color
puede ser considerado como un equivalente a una escala de grises, con valor de 0 para el negroy
100, para el blanco (Gordillo et al., 2014). Los valores observados (S 45,23; COM 38,69; CO 46,18;
SE 43,88), expresan niveles muy elevados de componentes fendlicos, sobre todo taninos y
pigmentos poliméricos (Figura 6), siendo aun mayores en la vinificacidn COM. Esta diferencia de
valores en COM, podria deberse al vigor fermentativo y una mayor extraccion de compuestos
fendlicos (Gordillo et al., 2010) y a los metabolitos producidos como el acetaldehido y el piruvato
que permiten formar pigmentos mas estables en las cepas comerciales. También podria influir la
preservacion de los compuestos fendlicos, por una menor absorciéon de estos, en las paredes
celulares de las levaduras (Caridi, 2004), aumentando el contenido fendlico, oscureciendo e
intensificando el color de las vinificaciones. En SE los valores observados podrian estar relacionados
a la sobreproduccién de piruvato de M. pulcherrima y la consecuente formacidn de pigmentos mas
estables a los valores de pH como la vitisina A (Escott et al., 2018). Estos resultados difieren de lo
estudiado por otros autores (Kontoudakis et al., 2011; Piccardo et al., 2019) quienes obtuvieron
mayor C*,,, y menor L* en los vinos con alcohol reducido, aunque en dichos estudios su estrategia
de reduccién alcohdlica se fundamentd en fermentar mezclando mosto tradicional con uvas
inmaduras procedentes de aclareo de racimos, reduciendo el pH, modificando los pardmetros.

En un andlisis general, se observé que las levaduras nativas, produjeron vinos con colores
menos intensos (menor C*,,), con tendencia a tonalidades violaceas. Estos resultados coinciden con

los niveles mas bajos de taninos y mas altos de antocianos expresados en la Figura 5.
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6.1 Diferencia de Color

La discriminacion de color es subjetiva cuando existen factores que condicionan esta
observacién, como la visual geométrica, el entorno, la regién del color, y la habilidad, capacidad
visual y formacion del observador. Hay estudios que, bajo condiciones especificas, establecieron el
umbral de discriminacidn visual en vinos, entre 3 y 5 unidades CIELAB (Martinez et al., 2001, Pérez-
Magarifio et al., 2003). En este contexto, se evalud la diferencia total de color (AE*,) entre las
vinificaciones experimentales y el control, obteniendo una diferencia significativa entre SE y COM
de 7,52 unidades CIELAB (Figura 7). Estas diferencias aumentan al comparar S (9,39 u.) y CO (9,76
u.) respecto a COM. Esta distancia entre valores (AE*,,) representa diferencias de color perceptibles
al ojo humano. Por lo que se infiere que la estrategia microbioldgica de reduccidon de alcohol
impacto en el color de las vinificaciones de forma principalmente en términos cualitativos (%AZH*,p,

4,20 y en términos cuantitativos se observa una minima diferencia (%A%C*,, 0,40).

B %0°H
%0%C

%021
mm”

E*ab

Diferencia de color apreciable
visualmente, respecto a COM

S (od1]
Tratamiento

Figura 7. Diferencias de color (AE*ab), con la contribucién relativa de luminosidad,
croma y tonalidad (%A2L, %A%C, % A%H), entre vinos Malbec obtenidos aplicando
diferentes tratamientos fermentativos con diferentes cepas de levadura, respecto a
COM.
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IV. CONCLUSIONES

El uso de indculos de levaduras autdctonas de la quebrada de Humahuaca se muestra como
alternativa vdélida para la produccién de vinos Malbec de altura. Sin embargo, dato el interés
fundamental en lograr vinos con reduccién de alcohol, de todas las estrategias de inoculacion
evaluadas: indculo S. cerevisiae MP27 autdctono puro, inoculacion mixta de levadura
S.cerevisiae/M. pulcherrima MP23 autéctona e inoculacion secuencial de dichas levaduras, la tltima

arrojo los resultados mas prometedores.

La inoculacion secuencial con levaduras nativas preseleccionadas, M. pulcherrima MP23 y S.
cerevisiae MP27 constituye una estrategia fermentativa efectiva para reducir el contenido de
alcohol en vinos Malbec de la Quebrada de Humahuaca, Jujuy, sin afectar significativamente la

composicidn fendlica y estabilidad general del vino.

El tratamiento secuencial logré una reduccién de hasta 2,11% v/v de etanol frente al
tratamiento de control. Esta diferencia se atribuyd a una fermentacion menos eficiente en etanol a
partir de un consumo temprano de azlcares fermentables por M. pulcherrima, lo que pudo haber
disminuido el estrés osmotico sobre S. cerevisiae. La interaccién metabdlica entre ambas levaduras

dio lugar a una fermentacién controlada sin azucares residuales significativos.

En cuanto a las caracteristicas fisico-quimicas basicas de los vinos, el tratamiento de
inoculacidn secuencial con M. pulcherrimay S. cerevisiae mantuvo valores adecuados de acidez total
y voldtil. Sin embargo, se observd un pH elevado, posiblemente relacionado con el consumo de
acidos organicos y la produccion de glicerol, aspecto a controlar para evitar problemas de

estabilidad a largo plazo del vino.

La composicion fendlica, en los vinos producidos por la fermentacidn secuencial preservé
niveles de fenoles totales expresando similitud con el control, fermentacién con levadura comercial,
y conservé la formacién de pigmentos poliméricos, fundamentales para la estabilidad cromética en

la vinificacidén.

El color de las vinificaciones reducidas en alcohol no se vio afectado en términos cuantitativos,

y se observaron tonos azul-violdceos intensos.
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El uso de la estrategia de fermentacidn secuencial con levaduras nativas representa una
herramienta sencilla y aplicable en bodega para la elaboracién de vinos de altura con menor

contenido alcohdlico, sin comprometer los valores quimicos y la composicion fenélica.
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