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EL COLOR DEL VINO TINTO

UNO DE LOS PRINCIPALES ATRIBUTOS ORIGEN DEL COLOR
DE LA CALIDAD DEL VINO... ‘

COMPUESTOS FENOLICOS

O POLIFENOLES DE LA UVA
Y EL VINO

UN GRUPO DIVERSO Y
MUY NUMEROSO DE
COMPUESTOS
BIOACTIVOS




COMPUESTOS FENOLICOS DE LA
UVAY EL VINO

Distribucion de los principales compuestos fendlicos en la uva:

_,_" Peciolo (Raspones)

Acidos

Flavonoles = |

Zamora Marin F. (2013)



COMPUESTOS FENOLICOS DEL VINO

Factores que intervienen en la composicion fendlica de un vino:

Variedad, Factores climdaticos, . i
g o Técnica de vinificacion, Temp.,
Practicas viticolas, etc.

Tiempo de maceracion, Cepa
de levadura, Fermentacion
malolactica, Anejamiento, etc.



COMPUESTOS BIOACTIVOS

THE FRENCH PARADOX
what is the secret?




El impacto del consumo moderado de
vino sobre la salud:
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A. Artero et al. (2015). Maturitas 80,3-13.
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ENZIMAS DE MACERACION PARA
VINIFICACION EN TINTO
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PECTINASAS EN ENOLOGIA:

Proceso de vinificacion - Uso de pectinasas

c %
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ENZIMAS DE MACERACION PARA
VINIFICACION EN TINTO
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TRABAJOS PREVIOS

Desarrollo de preparados enzimaticos activos a bajas temperaturas para uso
enolégico. Martin, Maria Carolina. (2012). Tesis Doctoral. Universidad Nacional de
Tucuman. Tucuman, Argentina.

Cold-Active Acid Pectinolytic System from Psychrotolerant
Bacillus: Color Extraction from Red Grape Skin

Maria C. Martin! and Vilma I. Morata de AmbrosiniZ*
Am. J. Enol. Vitic. 64:4 (2013)

International Journal of
Food Science & Technology
Original article

Effect of a cold-active pectinolytic system on colour development
of Malbec red wines elaborated at low temperature

Maria Carolina Martin®? & Vilma Inés Morata de Ambrosini'-*#*

Intemational Journal of Food Science and Technology 20014, 49, 18931901




HIPOTESIS DE TRABAJO

- Es posible contar con preparados pectinoliticos activos
a baja temperatura capaces de mejorar la extraccion
de pigmentos, compuestos de flavor y compuestos
bioactivos, los cuales podrian emplearse como insumos
enologicos.

- Definir protocolos de vinificacion, alternativos a la
vinificacion tradicional, que utilicen bajas temperaturas
de maceracion y/o fermeniamon conjuntamente con
enzimas de maceracion “frio-activas”, que permitan
obtener vinos regionales de calidad, con un perfil
distintfivo, y con mayor contenido en compuestos
antfioxidantes.




ESCALAS DE VINIFICACIONES Y ACTIVIDAD
PECTINOLITICA

MICROVINIFICACIONES

DETERMINACION

DE LA ACTIVIDAD
PECTINOLITICA

Anélisis
espectrofotométrico
(Método del
reactivo DNS)
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Fermentative power
(ethanol %, v/v)
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Cinética fermentativa de los vinos elaborados mediante técnicas de
fermentacion alternativas, y del vino obtfenido fradicionalmente.
(Microvinificaciones)



ANALISIS Y EVOLUCION DEL COLOR

TPI

Colour Intensity
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Antocianos

Pigmentos

ANALISIS Y EVOLUCION DEL COLOR
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VINIFICACION 2016
Escala Piloto

]
Molienda ‘ 1
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Variedad:
Bonarda

Homogeneizacion del mosto




VINIFICACION 2016

Maceracion Pre-fermentativa en frio con hielo seco

Control de
fermentacion

Embotellado

blil




VINIFICACION 2016

Degustaciones: Sala de Catacion de la FCAI




Equipo de Planta Piloto de la FCAly a alumnos de la TUEV

SALIDA




OBJETIVO

A Estudiar el efecto de la enzima pectinolitica a mayor escalaq,
conjuntamente con la aplicacion de hielo seco (CO,) durante
la MPF en el proceso de vinificacion de Bonarda.

Microvinificaciones: Tanques de 25 L

Uva cv. Bonarda
LSA: S. cerevisiae I0C 18-2007
Enzimas: Preparado pectolitico PP-CH15 cold-active de origen bacteriano

Tratamientos (duplicados):

i) Muestra: Maceracion prefermentativa en frio (MPF, 3 dias-9°C) + Fermentacion a baja
temperatura (FBT, 20°C-14 dias), con enzima CH15.

ii) Control: idem Muestra, sin enzima.

iii) Testigo: Fermentacion tradicional a 25°C-10 dias aprox.




% Perfil de temperatura durante la vinificacion y control de la
fermentacion:
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% Caracteristicas fisico-quimicas y parametros cromaticos de los vinos
evaluados al final de la fermentacion alcohalica:

Parametro

MPF + FBT®
(control)

MRE.+ FBI®
(enzima)

FTo
(testigo)

Densidad (20°C/20°C)

0,9912 + 0,0001

0,9916 + 0,0002

0,9913 + 0,0006

Alcohol (%, v/v) 11,45 +0,07 11,45 + 0,07 11,60 + 0,00
pH 3,105+ Oi= 3,19 £ 0,08 3,21 +£0,01
Azlcares totales (g/L) 0,0 £ 0,0 0,1 £+ 0,0 0,0 £ 0,0
Acidez total (g/L, acido tartarico) 5,80 + 0,00 550,28 5,35+ 0,49
Acidez wolatil (g/L, acido acético) 0,53 + 0,03 0,57 + 0,03 0,58 + 0,04
Glicerol (g/L) 9,6 £0,14 9,8 £ 0,00 10,45 + 0,35
Acido citrico (g/L) 0,54 £ 0,06 0,58 £ 0,03 0,64 + 0,03
Acido tartéarico (g/L) 1,75+ 0,14 1,81 £ 0,33 1,84 £ 0,31
Acido malico (g/L) 1,55 + 0,07 0,80 + 0,99 0,25 + 0,21
Acido lactico (g/L) 0,14 £ 0,03 0,7 £0,63 1,08 + 0,07
Intensidad Colorante 1,336 + 0,171 1,479 + 0,011 1,488 + 0,029
Matiz 0,520 + 0,002 0,532 + 0,012 0,520 + 0,002
IPT 35,6+1,8 36,7 +0,4 41,7+£0,8
L% 63,30 + 3,33 60,79 + 0,42 60,68 + 0,24
Ch 39,38 + 3,72 42,64 + 1,07 41,96 + 0,82
a* 39/81EE 371 42,57 £ 1,07 41,82 £ 0,72
b* 0,39 +1,18 2,32 £ 0,06 3,39+1,16
AE* (M/C) = 4,50 e

AE* (M/T) - 1,31 -
Antocianos Totales (mg/L) 403,4 £ 21,0 428,3 £ 55,1 52880+ 1442
Pigmentos Poliméricos 2,120 + 0,057 2,065 + 0,007 2,200 + 0,014
Co-pigmentos 0,900 + 0,113 1,060 + 0,014 1,205 + 0,049

Los resultados son los promedios de los dos tratamientos (duplicados) + desviacion estandar (DE).
Resultados analiticos: Autoanalizador de vinos ALPHA FT-IR WineAnalyzer (BRUKER) (I.R.)



ANALISIS SENSORIAL DE LOS VINOS

aaaaa

Complejidad Astringencia

—o—Control MPF+FBT =—#&—Enzima MPF+FBT =-e= Testigo 252C

Complementacion:
Servicios de andlisis de perfil aromdatico completo y de compuestos
indeseables (Servicio INV).




Analisis de Componentes Principales
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INMOVILIZACION DE ENZIMAS

Trabajo en colaboracion con el Dr. Mario Ninago y Dr. Marcelo Villar
FCAI; PLAPIQUI (UNS-CONICET)




OBJETIVOS

Estudiar la inmovilizacion de una pectinasa enoldgica
comercial en hidrogeles de alginato de calcio.

Caracterizar micro-estructuralmente oS biomateriales
obtenidos.

Caracterizar bioguimicamente la pectfinasa inmovilizada y
comparar su comportamiento con la enzima libre.

Encapsulacion o
Entrampamiento en

Técnica de

inmovilizacion una estructura tipo gel




Pectinasa enoldgica

Algas pardas

Alginato de sodio

A
FORMACION DEL HIDROGEL
Solucion de Solucion de
alginato Pre-mezcla pectinasa
(2% m/v) (0,3 % m/v)

Solucion de CacCl
(2,5 % m/v)

: GELACION EXTERNA |

Perlas de alginato de
calcio/enzima (AG/E)




ACTIVIDAD ENZIMATICA: Efecto de la T° y del pH
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La actividlad de la pectinasa
entrampada fue mayor a la de la
enzima libre durante su
almacenamiento en soluciéon buffer
citrato pH 3,8 a 4 °C.

La pectinasa inmovilizada mantuvo su
actividad catalitica  luego de 11
semanas, a diferencia de la enzima
libre

AG/E
——4— Enzima libre

-
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Temperatura (°C)

La enzima libre mostrd la mdaxima actividad en el rango de 3,0 a 4,0, mientras que

el pH de AG/E fue de 4,0.

El proceso de enframpamiento no afecté la temperatura éptima de trabajo de la
enzima, siendo la mdaxima actividad para AG/E y la enzima libre de 50 °C.



ESTRUCTURA Y PROPIEDADES MECANICAS

O Las pectinasas mostraron una morfologia
pseudo-esférica y bordes irregulares (a).

O La superficie de fractura de la perla de AG
mostré una superficie homogénea (b).

(d) O Los hidrogeles compuestos (c) mostraron
la presencia de aglomerados de enzima.

w0 O El andlisis FTIR confirmé la presencia de
enzima en los hidrogeles de alginatol®! (d).
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Después

Los ensayos de compresiéon revelaron que la resistencia mecanica de AG/E se
incrementé un 68%, lo cual podria atribuirse a incrementos en la reticulacion
de las cadenas de alginato, por accion de la pectinasa.

Los valores obtenidos resultaron similares a los reportados en la literatura.



CONCLUSIONES

d De acuerdo a los resultados obtenidos, y en
concordancia con otros autores, el alginato de calcio es
un muy buen agente de entrampamiento para la
pectinasa en estudio, presentando una metodologia de
trabajo simple y de baqjo costo, que convierte a este
nuevo material compuesto en un potencial candidato
para ser empleado como biocatalizador durante el
proceso de vinificacion.
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SAN RAFAEL-MZA

Rio
Diamante

villa Atd

600
Las Malvinas

i;&

|
i
i

.qm

i
f



PROYECTO FEDERAL DE INNOVACION
PRODUCTIVA (PFIP) - COFECYT (MINCYT)

«iInnovacion de las principales herramientas biotecnoldgicas
para vinificacion, levaduras y enzimas pectinoliticas, para la
diferenciacion de los vinos de la region sur de Mendozan

Directora: Dra. Vilima Morata
UVT: Fundacion de la UNCuyo
Organismo participa: CONICET
2009-2014




OBJETIVOS

Estudiar la ecologia de las levaduras naturales de vinificacion
y disenar un cultivo iniciador para vinificacion desarrollado
especificamente para la region.

Disenar un protocolo para la obtencion y vehiculizacion de la
levadura seca activa, fransferible a productores de insumos
enoldgicos.

Disenar un protocolo de vinificacion validado a escala piloto
e industrial, fransferible a bodegas de la region, que incluya
el inoculo de los cultivos iniciadores desarrollados, dando
lugar a la mejor expresion de los vinos de la region.

Brindar consultas, asesoramiento y resolucion de problemas
puntuales del sector vitivinicola en la tematica del presente
proyecto.



OBJETIVOS

O Estudiar la ecologia de las levaduras naturales de vinificacion
y disenar un cultivo iniciador para vinificacion desarrollado
especificamente para la region.

A Disenar un protocolo para la obtencion y vehiculizacion de
la levadura seca activa, tfransferible a productores de
insumos enologicos y/o bodegueros.

O Disenar un protocolo de vinificacion validado a escala piloto
e industrial, fransferible a bodegas de la region, que incluya
el inoculo de los cultivos iniciadores desarrollados, dando
lugar a la mejor expresion de los vinos de la region.

Q Brindar consultas, asesoramiento y resolucion de problemas
puntuales del sector vitivinicola en la tematica del presente

proyecto. ) , :
Téc. Enol. Flavio Munoz

Becario CIN



OBJETIVOS PARTICULARES

v Disenar un profocolo de preparacion de levaduras secas
activas (LSA) mediante liofilizacion utilizando diferentes
agentes lioprotectores.

v Comparar el proceso de liofilizacion con el método de
secado convencional a baja temperatura.

v Evaluar el efecto de diferentes sustancias protectoras de
secado en la viabilidad celular de Saccharomyces cerevisiae.



Seleccion y Cultivo de Levaduras

y

Género

/

S. cerevisiae No S. cerevisiae

>

Soluciones Lioprotectoras

Liofilizacion

"
Crecimiento en medio YEPG

-36°C; 0,022
mmHg; 8 h

Solucion Lioprotectora

Secado convencional
a baja temperatura
(32°C)
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Estufa a vacio (mosto 18%) _— 11,5

Liof - Leche descremada 10% & 2,7
Liof - Glucosa 10% [NE===—- 74

Liof - Mosto 18% [ e=— 20,7

Liof - Extracto de levadura4% 0,1

Liof - Fructosa 10% ==—— 1,7

Liof - Glutamato de Na 2,4% F— 0,9

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0
% Sobrevida

Porcentaje de sobrevida(FS) de la cepa S. cerevisiae 13A-21 liofilizada en
distintos lioprotectores y secada a vacio (32°C).

Porcentaje de sobrevida(FS) de la cepa No-Saccharomyces 8A-5 liofilizada:

Glutamato de Na 2,4% (lioprotector) = 96,0%



Recuentos de células viables (UFC/mL) antes y después del proceso de
liofilizacién/secado en estufa a vacio, en diferentes lioprotectores.

Agente protector

(Liofilizacion)

Recuento

inicial (UFC/mL)

Recuento

final (UFC/mL)

Glutamato de Na 2,4% 1,00 x 10° 9,50 x 108
Fructosa 10% 1,05 x 109 1,76 x 107
Mosto de uva 3,14 x 10° 1,01 x 108
Extracto levadura 4% 2,33 x 10° 1,76 x 106
Glucosa 10% i9bal0’ 9,20 x 107
Leche descremada 10% 1,67 x 10° 4,58 x 107
Estufa a vacio:

Mosto de uva 2,06 x 10° 2,36 x 108

Res. OIV-OENO 576A-2017:
Define levadura seca activa (LSA): 92% de materia seca como minimo y un nivel de
levaduras igual o superior a 10'° UFC/g de materia seca.




Oftros estudios:
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Cinética del secado térmico en estufa a vacio
(32°C) de S. cerevisiae 13A-21.

v' Curva de supervivencia (a 3-4 meses)
v Escalar la produccion de LSA...

v Evaluacion del poder fermentativo de las levaduras secas



d

CONCLUSIONES

Para la cepa no sacaromicética, el mejor protocolo de
produccion de LSA resulta ser la liofilizacion empleando
glutamato de sodio como agente protector, garantizando
una casi total sobrevida luego de dicho proceso.

Para S. cerevisiae 13A-21, la elaboracion de un cultivo
iniciador seria conveniente tanto mediante liofilizaciéon en
presencia de mosto de wuva acondicionado como
lioprotector, o el secado en estufa de vacio a baja
temperatura, utilizando el mismo soporte.

Estas metodologias garantizarian la mejor forma de preservar
y mantener activa esta importante cepa fermentativa para su
uso en vinificacion.



MUCHAS GRACIAS
POR LA ATENCIONI!



