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RESUMEN

El sector elaborador de vinos tiene la necesidad de garantizar la calidad microbioldgica
de sus productos para asegurar su aceptacion y dinamica comercial. EXxisten
tratamientos de caracter fisico como las altas presiones de homogenizacion que no
repercuten en las propiedades nutricionales y organolépticas finales del alimento. El
estudio que se presenta ha evaluado las posibilidades que ofrece esta técnica de reducir
la flora autdctona natural que acomparia a los mostos y su efecto sobre las propiedades
fermentativas y sensoriales de los mismos. Se han utilizado dos tipos de mosto: uno
blanco de la variedad Parellada y uno tinto de la variedad Trepat.

Los resultados obtenidos demuestran la utilidad del procesado fisico por alta presion de
homogenizacion a 200 MPa para reducir la carga microbiana de los mostos a su entrada
en bodega. Se detectaron poblaciones residuales de aerobios totales pero no se aislaron
ni hongos, ni levaduras ni bacterias lacticas después del tratamiento en ambos mostos.
Ademas, gracias a la disminucion de la flora autdctona en el mosto, se mejoré la
implantacion de la levadura seleccionada para la fermentacion alcohdlica. A nivel
sensorial se comprobd, tanto en el andlisis organoléptico de mostos como de los vinos
producidos, que las repercusiones del tratamiento son nulas.
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INTRODUCCION

La estabilizacion microbiologica de los vinos es una etapa importante en el proceso de
su elaboracion. La adicion de sulfuroso que es el método que se utiliza habitualmente
para reducir la carga microbiana de los mostos a su entrada en bodega y el tratamiento
final en los vinos antes de su embotellado conduce, en algunos casos, a cambios
organolépticos que empobrecen y deprecian el producto final, a parte de causar en
algunos individuos posibles riesgos a reacciones alérgicas.

Por otro lado, las bodegas tienden cada vez mas a elaborar sus vinos con indculos de
levaduras seleccionadas para poder controlar mejor el proceso de fermentacion y
mantener unas caracteristicas aromaticas y gustativas secundarias de forma regular afio
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tras afio. La intervencion de microorganismos autdctonos (levaduras y bacterias)
presentes en los mostos puede conducir a alteraciones no deseables. Por lo tanto, es
necesario reducir al maximo su poblacién microbiana inicial.

En las ultimas décadas el sector alimentario ha desarrollado tecnologias fisicas no
térmicas para estabilizar microbioldgicamente los productos y, por tanto, poder alargar
su conservacion. Uno de estos métodos consiste en la aplicacion de altas presiones. Este
tratamiento induce en los microorganismos cambios de tipo morfoldgico, bioquimico y
genético. Ademas provoca trastornos en su funcionamiento y reproduccion (Cheftel,
J.C. 1992). Por otra parte, el principal atractivo de esta tecnologia reside en que se
pueden conservar los parametros nutricionales y sensoriales del producto tratado.

En el sector enoldgico, este proceso sélo se ha probado en algunas ocasiones para
preservar la calidad y durabilidad de los mostos (Daoudi, L. et al., 2002) y se han
realizado varios estudios sobre su repercusion en la elaboracion y conservacion del vino
(Lonvaud-Funel, A. et al.,1994) (Delfini, C. et al.,1995) (Puig, A. et al, 2003).

El objetivo de este trabajo ha sido observar las repercusiones del tratamiento por altas
presiones sobre las caracteristicas microbioldgicas, enoldgicas y sensoriales y su aptitud
para vinificacion de dos tipos de mosto: uno blanco y uno rosado desfangados de
distinta forma y comprobar asi si su aplicacion permitiria disminuir los niveles de
sulfuroso que se afiaden al inicio del proceso fermentativo y facilitar el arranque y
desarrollo del mismo sin peligro de alteraciones microbianas debidas a la flora
autoctona que acomparia a la uva.

MATERIALES Y METODOS
Tratamiento de los Mostos

Los mostos se obtuvieron de dos cooperativas viticolas de la D.O. Penedés (mosto de la
variedad blanca Parellada) y D.O. Conca de Barbera (mosto de la variedad tinta Trepat).
El sistema de desfangado de los dos mostos fue distinto, tal y como se esquematiza en la
Figura 1.

Figura 1. Procesamiento de los mostos y analisis realizados en mostos y vinos
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El lote inicial de cada uno de los mostos (unos 40 L) se dividié en dos de 20 L. Uno de
los sublotes (testigo), una vez desfangado, se sometio a una vinificacion tradicional con
levadura seleccionada a temperatura controlada entre 17 y 18°C. El otro sublote se tratd
por altas presiones y posteriormente se llevé a cabo la fermentacion alcohdlica como en
el caso del testigo.

El tratamiento por altas presiones se efectud en un equipo homogenizador modelo FPG
11300:350 (Hygienic homogeniser unit) Stansted Fluid Power, LTD (Stansted, Essex,
UK) en la Planta de Tecnologia de los Alimentos de la Facultad de Veterinaria de la
Universidad Auténoma de Barcelona. Los mostos se trataron a 200 MPa
(aproximadamente 2000 atmosferas) de presion a una etapa, con un caudal de trabajo de
120 L/h, a una temperatura de entrada de entre 6-8°C. En el interior del equipo, después
del tratamiento, la temperatura sube 0,190°C/MPa aproximadamente, por lo que los
mostos, a la salida se enfriaron inmediatamente a 18-20°C.

Analisis de parametros enoldgicos, cromaticos y polifenoles

Se registraron las caracteristicas enoldgicas principales de los mostos testigos y tratados
por altas presiones: grado Brix, grado alcohdlico probable, acidez total, pH, nitrégeno
facilmente asimilable y &cido glucénico mediante analisis oficiales ((D.O.C.E., 1990).
Asi mismo se analizaron pardmetros cromaticos como: Azgo, Aazo, Aszo, As2o, iNtensidad,
tonalidad (Glories, Y., 1984), parametros CIELAB (Bakker, J. et al., 1986) y
compuestos polifendlicos: polifenoles totales, compuestos fendlicos no flavonoides
(Kramling, T.E. and Singleton, V.L., 1969), antocianos (Somers, T.C. and Evans, M.E.,
1977), catequizas (Vivas, N. et al., 1994) y &cidos hidroxicinamicos (Aszo) (Zoecklein,
B.W., etal., 1995).

Analisis microbioldgicos, estudio de la poblacion de levaduras y evolucién de la
dinamica fermentativa

Se analizaron, mediante medios y condiciones de crecimiento selectivos, los tres grupos
mayoritarios de microorganismos que se encuentran presentes en la flora autoctona de la
uva antes de llegar a la bodega: aerobios totales, levaduras y hongos y bacterias lacticas.
El recuento de aerobios totales se realizd mediante crecimiento colonial sobre agar de
recuento en placa (Scharlab) e incubacion en condiciones aerébicas a 28°C durante 48 h.
Para las levaduras y hongos se utilizd agar Sabouraud con cloramfenicol (Scharlab) e
incubacion a 28°C durante 48 h. Para las bacterias lacticas se utilizd el medio MLO
(Oenococcus oeni medium) (Scharlab) con un 2% de agar-agar y suplementado con
nistatina (50 mg/L) después de su esterilizacion. Las condiciones de crecimiento se
efectuaron a 30°C en una estufa con un 5% de CO, en su atmoésfera durante 6 dias.

El estudio de la cepa de levadura mayoritaria durante la fermentacion alcohdlica y por
tanto, responsable de la misma, se realizé mediante el analisis del perfil de restriccidn
del ADN mitocondrial (Querol, A. et al.,1992; Puig-Pujol, A. et al., 2002) de una
representacion de la poblacion de levaduras presentes al inicio, mitad y final del proceso
fermentativo, comparando los perfiles obtenidos con el perfil de la cepa de levadura
comercial sembrada para realizar la fermentacion alcohdlica.




La cinética fermentativa se siguio a través de la medida de pérdida de densidad a lo
largo del tiempo debida a la transformacién del aztcar del mosto en alcohol en el vino
mediante un aerometro.

Analisis sensorial de mostos y vinos

Para conocer el efecto que el procesado por altas presiones producia en el color, aroma
y gusto de los mostos sometidos a este tratamiento y sus vinos resultantes, se realizaron
catas descriptivas mediante un panel de 10 catadores expertos en la que se puntuaba en
escala del 1 al 9 para mostos: el color, intensidad de aroma, aroma a fruta fresca, aroma
a fruta cocida (como descriptor negativo), intensidad de gusto, gusto fresco, sensacion
final en gusto y valoracion global del mosto catado. Para vinos los descriptores fueron:
calidad del color, intensidad de aroma, aroma a fruta fresca, aroma a fruta cocida,
aroma a reduccién (estos dos ultimos considerados como descriptores negativos),
sensacion acida y valoracion final.

RESULTADOS Y DISCUSION

Parametros enologicos

Los resultados de los parametros enoldgicos analizados en ambos mostos de la partida
sin tratar y del lote tratado por altas presiones se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Valores analiticos de los mostos de Parellada y Trepat testigo y tratado por
altas presiones

MOSTO PARELLADA TREPAT
ALTAS ALTAS
TRATAMIENTO TESTIGO PRESIONES TESTIGO PRESIONES
° BRIX 15,5 15 16,75 16,25
° ALCOHOLICO
PROBABLE (GAP) 81 78 8,9 8,6
ACIDEZ TOTAL 44 44 48 4.75
(g/l ac. tartarico)
pH 3,43 3,43 3,51 3,52
NFA (mg/l) 100 86 112 108

AC.GLUCONICO (mg/l) 308 411 999 253




Cabe sefialar la diferencia de 0,5 unidades en el °Brix (0,3 unidades en el GAP) entre el
lote “testigo” y el lote “altas presiones” en ambas variedades de mosto. Esta diferencia
puede explicarse por el arranque de fermentacion por levaduras autoctonas en el mosto
que pudo tener lugar durante el traslado a la Planta de Tecnologia de los Alimentos
justo antes de que el lote fuera tratado por altas presiones. Las diferencias en los otros
valores analiticos se encuentran dentro del error del método de analisis.

Se analizaron también parametros de color y polifenoles. Las Unicas diferencias
encontradas fueron, en la Parellada, un valor ligeramente mas alto en la tonalidad del
mosto tratado por altas presiones y una presencia mas alta de acidos hidroxicinamicos
en el testigo, lo que le hace méas susceptible a la oxidacién. En el mosto de Trepat, los
parametros analiticos referentes al color rojo (Cielab (a) y Asy) y también los
antocianos fueron ligeramente superiores en el lote testigo.

Estudio microbioldgico y dindmica fermentativa de los mostos
El principal objetivo de este trabajo residia en observar qué consecuencias a nivel
microbioldgico se obtenian cuando los mostos eran tratados por altas presiones. Los

resultados aparecen en la tabla 2.

Tabla 2. Niveles de microorganismos (UFC/ml) encontrados en los mostos de Parellada
y Trepat sin tratar (testigo) y tratado por altas presiones

MOSTO PARELLADA TREPAT
ALTAS ALTAS
TRATAMIENTO TESTIGO PRESIONES TESTIGO PRESIONES
AEROBIOS 3 0 6 1
TOTALES 2,7-10 3,0-10 1,1-10 5,6 -10
LEVADURAS Y 3 6
HONGOS 2,4-10 0 1,210 0
BACTERIAS 103 105
L ACTICAS 5510 0 2,810 0

Se detectaron poblaciones residuales de aerobios totales pero no se detectaron ni
hongos, ni levaduras ni bacterias lacticas después del tratamiento por altas presiones en
ambos mostos. En el mosto de Trepat se consiguieron 6 logaritmos de reduccion en el
caso de las levaduras, mas de 5 log en las bacterias lacticas y mas de 4 log en el grupo
de los aerobios totales. EI mosto de Parellada con menos poblacién microbiana debido
al proceso de desfangado mas enérgico sufrido, se consiguieron hasta 3 logaritmos de
reduccion en todos los grupos analizados.

Las levaduras y los hongos son microorganismos muy sensibles, inactivandose a
presiones de 200-300 MPa (Cheftel, J.C., 1995). Entre las bacterias, se ha descrito que
existe una relacién entre la morfologia celular y la resistencia a la presion siendo las
bacterias mas sensibles las de forma bacilar (Ludwig, H. and Schreck, Ch.,1997) como
el caso de las bacterias lacticas existentes en el mosto a la entrada en bodega.




Una vez realizado el tratamiento, estos mostos y los correspondientes testigos iniciaron
la fermentacién alcohodlica mediante siembra de una levadura comercial. La evolucion
de la fermentacion en las cuatro vinificaciones se muestra en la Figura 2.

Figura 2. Dinamica fermentativa de los mostos Parellada y Trepat testigo y tratado por
altas presiones
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El tratamiento efectuado no afecté a la cinética fermentativa de los mostos ya que
evolucionaron del mismo modo que los correspondientes testigos. No existieron
ralentizaciones al inicio de la FAL en las muestras sometidas a altas presiones, ni
ningun tipo de desviaciones atribuibles al tratamiento.

Se quiso averiguar si la imposiciéon de la levadura sembrada fue total en las cuatro
fermentaciones. Para ello se recogieron muestras de los depdsitos al inicio, mitad y final
de la FAL. Una representacion de la poblacion de levaduras presentes en cada punto de
muestreo se identifico a nivel de cepa mediante el andlisis del perfil de restriccion del
ADN mitocondrial (Querol, A. et al.,1992; Puig-Pujol, A. et al., 2002) y se comparo6 con
el perfil dado por la levadura inoculada. Los porcentajes de implantacion en cada caso
se detallan en la Tabla 3.




Tabla 3. Implantacion (%) durante la fermentacion alcohdlica (FAL) de la levadura
seleccionada.

PARELLADA TREPAT
ALTAS ALTAS
TRATAMIENTO TESTIGO PRESIONES TESTIGO PRESIONES
INICIO FAL 100 % 100 % 60 % 100 %
MITAD FAL 100 % 100 % 70 % 100 %
FINAL FAL 100 % 100 % 92 % 100 %

La implantacion de la levadura sembrada fue total excepto en el depésito la variedad
Trepat que no habia recibido ningun tratamiento. Cabe recordar que este lote, al iniciar
la FAL, presentaba una concentracién de levaduras y hongos autéctonos de 1,2 -10°
UFC/ml. Asi pues, en los primeros dias de la fermentacion alcohdlica actuaron
conjuntamente la levadura seleccionada (60 % de implantacion) y la flora autéctona que
acompariaba al mosto inicial, con las posibles consecuencias negativas que podia
conllevar. No fue asi el caso de los dos lotes tratados por altas presiones y en el lote
testigo de Parellada, donde la cepa inoculada se implanto desde el inicio de la FAL.

Analisis sensorial de los mostos tratados por altas presiones y los vinos producidos

Los resultados de las puntuaciones medias de los catadores en las catas descriptivas para
los distintos descriptores se grafican en la Figura 3 para Parellada y Figura 4 para
Trepat.

Figura 3. Cata descriptiva del mosto y vino de la variedad Parellada del lote sin recibir
tratamiento (testigo) y del lote procesado por altas presiones.
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Figura 4. Cata descriptiva del mosto y vino de la variedad Trepat del lote sin recibir
tratamiento (testigo) y del lote procesado por altas presiones.
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En la variedad Parellada, el mosto testigo y el mosto tratado por altas presiones fueron
puntuados de forma muy parecida. Existio una pequefia diferencia en el descriptor de
aroma a fruta fresca en el que se puntud ligeramente mejor el mosto testigo. Este factor
se relaciona con la cata realizada en los vinos elaborados a partir de estos mostos, en la
que la unica diferencia en puntuacion se atribuyé al descriptor aroma a fruta cocida,
que, teniéndolo en cuenta como factor negativo para un vino joven, el mejor
considerado al recibir menor puntuacion fue el vino testigo.

En la variedad Trepat hubo algunas diferencias. En el mosto, el tratado por altas
presiones recibio puntuaciones ligeramente superiores en todos los descriptores. En
cambio, las opiniones de los degustadores variaron al catar el vino. En el aspecto visual,
el vino testigo fue, con diferencia, el mejor puntuado. Ya se habia observado en el
analisis de polifenoles y color en mostos que este lote presentaba mejores caracteristicas
en este aspecto: mas antocianos y valores superiores en Cielab (a) y Asyo. Sin embargo,
en las caracteristicas aromaticas el lote que habia sido tratado por altas presiones
recibid, en general, mejor calificacion. La valoracion final fue parecida en ambos casos.
En general pues, respecto al analisis organoléptico, el procesado por altas presiones no
presentd ningun tipo de repercusion ni en los mostos ni posteriormente en los vinos
derivados de éstos.

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran la utilidad del procesado fisico por
altas presiones para reducir la carga microbiana de un mosto a su entrada en bodega,
mejorando, en el caso de fermentaciones realizadas con siembra de una levadura
seleccionada, la implantacion de ésta. Esta técnica permite la posibilidad de reducir las
dosis de un aditivo universal para el vino como es el dioxido de azufre, permitiendo




conservar el caracter natural del vino. Ademas se ha comprobado que sus repercusiones
sensoriales son nulas, consiguiendo elaborar vinos con las mismas caracteristicas que un
vino sin haber recibido tratamiento pero con mayor seguridad microbioldgica, evitando
el riesgo de desviaciones organolépticas indeseadas y causadas por microorganismos
que acomparian de forma natural a los mostos.
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