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Resum

El pardejament enzimatic és un procés bioquimic en el qual els ortodifenols s’oxiden i
es condensen, passant consequentment el color del vi a tonalitats marronoses. Aquest
procés oxidatiu esdevé una problematica de caracter important en vins blancs. L'eina
universal utilitzada per evitar el pardejament és el dioxid de sofre, el qual té propietats,
antioxidants, antioxidasiques i antiséptiques. Tot i resultar un additiu molt necessari i
complert, el seu Us resulta cada cop més problematic degut a ser un al-lergen que pot
provocar problemes de salut. Aixi doncs, s’han plantejat diferents eines com a alternativa
al dioxid de sofre, una de les quals és la bioproteccio. Aquesta eina, a través de la
coinoculacié o la inoculacié sequencial de diferents espécies de llevats o bacteris pretén
controlar el desenvolupament de microorganismes indesitjats i protegir el vi enfront de
I'oxidacio. En aquest estudi s’han inoculat de manera sequiencial soques de llevat de les
espécies Lachancea thermotolerans, Metschnikowia pulcherrima i Torulaspora
delbrueckii en tres vins a una dosi de 2 g/hl de didxid de sofre, 48 hores abans de la
Saccharomyces cerevisiae, per tal de comparar amb 2 condicions control, a 2i 5 g/hl de
dioxid de sofre i amb inoculacié convencional amb Saccharomyces cerevisiae. Dels vins

resultants s’han analitzat diferents parametres fisicoquimics.

A partir dels analisis efectuats s’ha determinat que la condicié inoculada amb Lachancea
thermotolerans ha generat 2,8 g/l d’acid lactic, ha generat una menor quantitat d’acid
aceétic i ha conservat I'acid malic, inhibint la fermentacié malolactica, aixi doncs ha actuat
com a bioprotector. Les condicions inoculades amb Metschnikowia pulcherrima i la
Torulaspora delbrueckii han mostrat una degradacié de I'acid malic i, per tant, han
efectuat la fermentacié malolactica. Pel que fa al pardejament, s’han analitzat els
parametres colorimétrics i s’ha determinat que les condicions mitjangant inoculacio
sequencial amb els llevats no-Saccharomyces mostren un menor pardejament respecte
els controls. Tanmateix s’ha determinat que les condicions amb inoculacié sequencial
han mostrat concentracions més elevades de polisacarids i proteines respecte al

control.

En conclusio, la inoculacié sequencial de les tres espécies de llevat no-Saccharomyces
han resultat efectives en quant al pardejament del color del vi. A més a més, la
Lachancea thermotolerans ha mostrat la capacitat inhibidora enfront els bacteris lactics.
Per tant, les inoculacions sequencials amb les espécies de llevat no-Sacchamromyces

estudiades és una eina biotecnolodgica util per a disminuir les dosis de didoxid de sofre.



1.Introduccio

El pardejament enzimatic dels mostos de raim blanc és un dels principals problemes en
enologia (Li et al., 2008). El pardejament es descriu com un procés oxidatiu en el qual
els aliments adquireixen tonalitats marrons, modificant-se el gust, 'aroma i el valor
comercial d’aquests. Aquesta modificacid de les caracteristiques sensorials dels
aliments pot produir que el consumidor rebutgi el producte. En el cas del most de raim
blanc, el pardejament és el procés bioquimic d’oxidacié enzimatica dels polifenols
presents al most, essent les polifenoloxidases les principals responsables d’aquest
procés. En aquest sentit, les polifenoloxidases principals responsables del pardejament
enzimatic dels mostos son: per una banda, la tirosinasa, present de forma natural en els
mostos, i per altra banda, la lacasa, que es troba en aquells raims que hi ha hagut una
infeccid per Botrytis cinerea. Aquesta ultima té una eficacia més alta (Steel et al., 2013)
degut a que presenta un espectre d’oxidacio de substrats més ampli i una major velocitat
d’oxidacio (Oliveira et al., 2011) i, per tant, esdevindra un repte al celler protegir el most

d’aquest enzim.

Les polifenoloxidases, en preséncia d’oxigen, tenen la capacitat d'oxidar els orto-
difenols a orto-diquinones. Aquesta reaccié enzimatica es mostra a la Figura 1. A la
vegada, aquestes orto-diquinones (incolores) poden condensar o reaccionar en altres
compostos fendlics formant pigments cada vegada més grans de tonalitats marronoses.
Aquests pigments es coneixen amb el nom de melanines, les quals son les responsables
del pardejament del most/vi. Per tant, a nivell tecnoldgic, la composicié en polifenols del
most, la exposicié a 'oxigen d’aquest, i les técniques enologiques aplicades en el celler,
les quals acabaran determinant tant I'exposicié a 'oxigen com la composicié fendlica,
seran factors determinants per a evitar el pardejament enzimatic del most. Aixi mateix,
I'is d’additius tals com el didxid sofre i altres alternatives que descriurem a posteriori
jugaran un rol important en el pardejament gracies a la capacitat que tenen d’inhibir les

polifenoloxidases.
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Figura 1. Reaccié enzimatica d’oxidacié dels difenols presents en el vi en
diquinones. Figura adaptada de Laurie y Pefia-Neira (2012)

L'eina comunament i universalment utilitzada per evitar el pardejament dels mostos de
raim blanc és el didxid de sofre, ja que gracies a les seves propietats antioxidasiques,
que s’han descrit a la bibliografia, pot inhibir les polifenoloxidases (Dubernet & Ribéreau-
Gayon, 1973). No obstant, a aquest additiu també se li han descrit capacitats
antioxidants i antimicrobianes. Gracies a aquestes propietats el didoxid de sofre permet
evitar l'oxidacié quimica de most/vi i controlar el creixement de microorganismes
alterants, els quals poden repercutir negativament a la qualitat sensorial del vi. No
obstant, el didxid de sofre és un al-lergen que pot provocar problemes de salut (Guerrero
i Cantos-Villar, 2015), aixi doncs I'Autoritat Europea de Seguretat Alimentaria (EFSA)
recomana no superar els 0,7 mg de SO2 per kilogram de pes corporal i dia (EFSA,
2016). Per aquest motiu la industria agroalimentaria i enoldgica busca reduir o substituir

I'us de SO2, i aixi ho demostren I'increment d’investigacions en aquest aspecte.

Algunes alternatives al dioxid de sofre per tal d’evitar el pardejament del most de raim
blanc han sigut descrites a la bibliografia. Entre elles trobem I'acid ascorbic, els tanins
enologics, el glutatid (GSH), els gasos inerts i la bioprotecci6 amb Metschnikowia
pulcherrima, ja que s’ha descrit una alta capacitat de consum d’oxigen d’algunes soques
d’aquesta espécie, evitant la disponibilitat d’oxigen per les polifenoloxidases (Giménez
et al., 2024). En el cas de I'acid ascorbic, al tenir una alta capacitat de consumir oxigen,
produeix que aquest no estigui disponible per les polifenolxidases. No obstant, I'oxidacio
de I'acid ascorbic pot donar lloc a peroxid d’hidrogen, produint oxidacions posteriors en
el most. Aquest fet fa que I'acid ascorbic sigui una alternativa que s’hagi d'utilitzar en
combinacio amb didxid de sofre. Per altra banda, Chen et al. (2016) han descrit que els
tanins enologics poden inhibir I'activitat de les polifenolsoxidases i, per tant, evitar el
pardejament enzimatic. A la bibliografia s’ha estudiat la inhibicié de diferents tanins
enologics sobre la lacasa de Botrytis cinerea (Vignault et al., 2020). EIl GSH es

considerat també una alternativa al dioxid de sofre, ja que té capacitat de reaccionar
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amb les orto-diquinones produides en el procés d'oxidacid enzimatica, evitant la
formacio de melanines i, per tant, el pardejament enzimatic. El GSH es pot suplementar
al vi en forma pura o en forma de llevat sec inactiu ric en glutatié (OIV [International
Organization of Vine and Wine], (2017a), essent aquesta ultima alternativa més
econdmica en relacio al GSH pur. No obstant, les dues alternatives sén acceptades per
la OIV (OlV, 2015).

Per ultim, els gasos inerts esdevenen una altra alternativa que permeten desplacar

I'oxigen present al most fent que aquest no estigui disponible per les polifenoloxidases.

Per altra banda, per evitar el creixement de microorganismes alterants i, per tant, per
evitar l'alteracié microbioldogica del most/vi també han sigut descrites diferents
alternatives al didoxid de sofre, entre elles, la lisozima, el quitosa, l'acid fumaric o

I'estratégia de bioproteccio entre d’altres.

Centrant-nos en la bioproteccid, aquesta es basa en una estratégia biotecnoldgica que
permet reduir o eliminar I'is de dioxid de sofre en la vinificacio (Simonin et al., 2020). En
aquest sentit, I'Organitzacid Internacional de la Vinya i el Vi (2024) descriu la
bioproteccié com una estratégia biotecnoldgica que permet reduir o eliminar I'us de
didoxid de sofre en la vinificacié (Simonin et al., 2020). Recentment, el grup d'experts en
microbiologia de I'OIV ha definit la bioproteccié com la utilitzacié de microorganismes
enologics especifics per controlar el desenvolupament d'altres microorganismes
indesitjables i/o evitar les oxidacions, amb |'objectiu de reduir les dosis de dioxid de sofre

i preservar la qualitat sensorial del vi (Simonin et al., 2020).

A la bibliografia s’han descrit diferents espécies de llevats no-Saccharomyces i de
bacteris lactics com a eines per a la bioproteccié de mostos i vins. En aquest sentit, I'is

de llevats no-Saccharomyces és una practica autoritzada per la OIV (OlV, 2017b).

Cal mencionar que aquests llevats normalment s’utilitzen en estratégies de coinoculacio
o inoculacié sequencial juntament amb llevats de I'espécie Saccharomyces cerevisiae,
degut al seu lleu o moderat poder fermentatiu. En aquest sentit, la inoculacié de
Saccharomyces cerevisiae permet assegurar la finalitzacié satisfactoria de la

fermentacié alcoholica.

Tal com es descriu a la bibliografia, les espécies de llevats més comunament utilitzades
com a bioprotectores son Lachancea thermotolerans, Torulaspora delbrueckii,
Metschnikowia pulcherrima. En aquest sentit, diversos estudis han descrit la capacitat
de diferents soques de I'espécie Lachancea thermotolerans de produir acid L-lactic en

fermentacions sequiencials amb Saccharomyces cerevisiae. La produccié d’acid L-lactic



per part de Lachancea thermotolerans permet disminuir el pH dels vins. Aquesta
disminucié del pH del vi fa que la proporcié de dioxid de sofre molecular sigui major a
una mateixa concentracid, fet que augmenta les propietats antiséptiques d’aquest
additiu i, per tant, evita en gran mesura el creixement de microorganismes alterants o

indesitjats que poden comprometre la qualitat sensorial del vi.

Per altra banda, a pH més baixos, l'activitat de les polifenoloxidases és menor,
augmentant aixi la proteccié del most/vi enfront del pardejament enzimatic (Macheix et
al., 1991). A més a més, diversos estudis indiquen que concentracions altes d’acid L-
lactic exerceixen un efecte inhibidor sobre la fermentacié malolactica. Cal mencionar, en
aquest sentit, que en vinificacié en blanc aquest tipus de fermentacié no és buscada, ja
que produeix una pérdua de frescor dels vins, i més encara en el context actual de canvi
climatic.

Una altra espécie de llevat que s’ha descrit com una bona eina per a la bioproteccié de
mostos i vins és Torulaspora delbrueckii. En aquest sentit s’ha descrit que, degut a la
seva capacitat de consumir oxigen, permet evitar el pardejament enzimatic i els
microorganismes indesitjats, deixant de ser disponibles per a les polifenoloxidases i per

al creixement de microorganismes alterants.

Tanmateix, soques de Metschnikowia pulcherrima s’han descrit com capaces de
consumir rapidament l'oxigen (Windholtz et al., 2023) En aquest sentit, actuaria igual
que l'espécie Torulaspora delbrueckii, consumint oxigen de forma que aquest no estaria
disponible per les polifenoloxidases. En un estudi de Bustamante et al.,2024 s’ha avaluat
I'efecte bioprotector de la soca comercial Initia Level 2 de Lallemand d’aquesta espécie
de llevat per evitar el pardejament enzimatic produit per les polifenoloxidases. En aquest
mateix estudi es va poder avaluar la taxa de consum d’oxigen del most en preséncia

d’aquesta soca i com es produia una reduccié del pardejament enzimatic.

També s’han descrit espécies de bacteris lactics com a bones candidates per a la
bioproteccié. En aquest sentit, en fermentacions on I'espécie de bactéria lactica
Lactiplantibacillus plantarum ha sigut inoculada juntament amb Saccharomyces
cerevisiae, s’ha vist una reducci6 de la poblacié de bacteris acétics (Ge et al., 2025).
Aquesta reduccié de la poblacié de bacteris acétics, juntament amb el fet que aquesta
espécie de bactéria lactica és heterofermentativa, va donar lloc a una reduccio de 'acid

aceétic en vi.

En aquest treball s’estudia I'efecte de I'is de llevats no-Saccharomyces comercials en
estratégies d’inoculacié sequencial juntament amb Saccharomyces cerevisiae sobre el

pardejament enzimatic i la composicio i qualitat quimica del vi.



2. Hipotesis

La inoculacié sequencial amb llevats no-Sacharomyces juntament amb Saccharomyces
cerevisiae es una eina biotecnologica util per a la bioproteccié del most/vi de raim blanc
evitant el pardejament enzimatic i el desenvolupament de microorganismes indesijats
que repercuteixin negativament sobre la qualitat quimica i sensorial del vi. Aixi mateix

aquesta eina biotecnologica permet reduir les dosis de didxid de sofre.

3. Objectius

Segons la hipotesi formulada, els objectius que es plantegen sén:

o Estudiar l'efecte de I'ls de de llevats no Saccharomyces mitjangant
inoculacié sequencial amb Saccharomyces cerevisiae sobre color del vi
blanc i el pardejament enzimatic.

o Estudiar l'efecte de I'is de de llevats no Saccharomyces mitjangant
inoculacié sequiencials amb Saccharomyces cerevisiae sobre la composicio

quimica i qualitat del vins blancs.



4. Materials i metodes

En aquest apartat s’explicaran els materials y métodes utilitzats per I'estudi realitzat.

4.1 Productes quimics i llevats

Hidroxid de sodi, formiat d’amoni, acetat d’amoni, etanol i acid clorhidric proveits per
Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). Els llevats utilitzats van ser la Saccharomyces
cerevisiae (Lalvin EC-1118, Lallemand), Torulaspora delbrueckii (LEVEL? BIODIVA),
Lallemand), Lachancea thermotolerans (LEVEL? LAKTIA, Lallemand) i Metschnikowia

pulcherrima (LEVEL? INITIA, Lallemand).

4.2 Mostres de raim

El raim utilitzat va ser de la varietat Moscatell d’Alexandria empeltat en el peu 110 Richter
recol-lectat de la finca experimental del mas dels frares de la Facultat d’Enologia de la
Universitat Rovira i Virgili a Constanti (AOC Tarragona; 41°08'44.1" N i 1°11'61.0" E)
durant la verema del 2024. Els ceps creixen sobre un terreny argilo llimés a 59 m sobre
el nivell del mar i estan formats en doble cordd royat amb un marc de plantacio de 2,80
m d’amplada per 1,20 m d’allargada. La vinya s’ha treballat d’acord amb les estandards
de viticultura de la zona, anyada i varietat. Els tractaments quimics utilitzats han sigut
enfront al mildiu (Uncinula necator), I'oidi (Plasmopatra viticola), el corc (Lobesia botrana)
i el podrit (Botrytis cinerea). Les condicions climatologiques de la zona sén les seguents:

Pluviometria anual: 330 mm; temperatura mitja: 16,6°C.

4.3 Disseny experimental

Els raims es van recol-lectar manualment en caixes de 20 kg quan es va considerar una
maduresa tecnologica adequada (amb un grau alcohdlic probable del 12,3 % i una
acidesa total en acid tartaric del 3,5 %). El raim es va despalillar i trepitjar amb una
desrapadora automatica (Delta F2, Bucher Vaslin SA, Chalonnes sur Loire, France) i,
seguidament, premsat en una premsa pneumatica (Marzola, Navarrete, La Rioja,
Spain). A la sortida de la premsa, el most es va sulfitar a una dosis de 2 g/hl de dioxid
de sofre en forma de metabisulfit de potassi. Es va fer un desfangat estatic de 24 hores
amb l'addicié d’1 g/hl d’enzims pectolitics (llalzime HC) per a permetre una rapida
clarificacié dels mosts. El most desfangat, a una dosi de 2 g/hl de didxid de sofre, es va
distribuir en damajoanes de 5 | per a realitzar les microvinificacions per a cada condicié

0 grup experimental per triplicat.

La primera condici6 va ser el control a una dosificacio total de 5 g/hl de dioxid de sofre.
Aquest grup experimental, conegut com a control 5 (C5), es va dosificar amb 3 g/hl de

dioxid de sofre addicionals per arribar a una concentracio total de 5 g/hl, ja que el most
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ja contenia 2 g/hl de didoxid de sofre en el desfangat. L'objectiu d’aquest grup
experimental és tenir un control amb una dosi comunament usada en enologia per a
protegir el most/vi del pardejament enzimatic i del creixement de microorganismes
indesitjats. Aquest Control-5 va ser inoculat amb I'espécie Saccharomyces cerevisiae

per a realitzar la fermentacio alcohdlica.

Els altres grups experimentals van ser microvinificacions en qué la fermentacié
alcoholica (FAL) es va realitzar amb 2 g/hl de dioxid de sofre (dosi que ja contenia el
most desfangat), per tant, no hi va haver una suplementacié addicional d’aquest additiu
abans de comencar la fermentacié alcohdlica. Per una banda, un grup experimental va
ser el control 2 (C2), inoculat amb Saccharomyces cerevisiae per a la realitzacio de la
FAL. Els altres tres grups experimentals van ser dissenyats també a una dosi de 2 g/hl
de dioxid de sofre. No obstant, en aquests grups experimentals la fermentacio alcoholica
va ser realitzada amb I'estratégia d’'inoculacié sequiencial utilitzant diferents espécies de

llevats no-Saccharomyces juntament amb Saccharomyces cerevisiae.

En aquest sentit, aquests 3 grups experimentals van ser inoculats el primer dia amb les
especies de llevat Lachancea thermotolerans, Torulaspora delbrueckii i Metschnikowia
pulcherrima, respectivament. A les 48 hores van ser inoculats aquests grups
experimentals amb [I'espécie Saccharomyces cerevisiae, usada en els grups
experimentals C2 i C5. Per tant, aquests grups experimentals van ser microvinificacions
fermentades amb inoculacié sequencial de Lachancea thermotolerans (LT), Torulaspora
delbrueckii (TD) i Metschnikowia pulcherrima (MP), juntament amb Saccharomyces

cerevisiae a les 48 hores i a una dosi de 2 g/hl de dioxid de sofre.

Al acabar la fermentacié alcohdlica en tots els grups experimentals, els vins van ser
sulfitats a 3 g/hl de didoxid de sofre i estabilitzats en fred durant un mes per a ser

embotellats per al seu analisi fisicoquimic.

Els llevats comercials utilitzats, en tots els casos, es van hidratar préviament amb 10
cops el seu pes en aigua a la temperatura requerida per la casa comercial per cadascun
d’ells. Els mostos es van fermentar amb les mateixes condicions de temperatura (18°C).

Seguidament en la Figura 2 es mostra 'esquema del disseny experimental.
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Figura 2. Diagrama de flux del disseny experimental, Elaboraci6 propia.

En resum, hi ha 5 condicions o grups experimentals. Per una banda, el control 5 (C5) i
el control 2 (C2), inoculats els dos amb Saccharomyces cerevisiae i sulfitats a dosis de
51 2 g/hl de dioxid de sofre al principi de la fermentacié alcohdlica, respectivament. Per
altra banda, les fermentacions sequencials utilitzant els diferents llevats no-
Saccharomyces comercials juntament amb Saccharomyces cerevisiae a una dosis de 2
g/hl de didoxid de sofre a principi de fermentacié alcohodlica. En aquest sentit, les
condicions o grups experimentals amb inoculacié sequencial son emprant Lachancea

thermotolerans (LT), Torulaspora delbrueckii (TD) i Metschnikowia pulcherrima (MP).



4.4 Analisis fisicoquimics dels vins

4.4.1 Analisis estandards del vi
Els métodes analitics recomanats per la OIV (2014) han sigut utilitzats per a la

determinacio del contingut en etanol, I'acidesa total i el pH.

L'acid acétic, I'acid D-lactic, I'acid L-lactic, I'acid L-malic, glucosa, fructosa i el glicerol

van ser determinats mitjancant un autoanalitzador automatic (Y15, Biosystems).

4.4.2 Determinacio del color dels vins

El color es va determinar per la metodologia descrita per Glories. Especificament es van
determinar les absorbancies a 420nm, 520nm i 620 nm. No obstant, |la longitud amb més
interes va ser a 420 nm, ja que dona idea del color groc del vi. A més a més, es van

determinar les coordenades CieLab d’acord amb Ayala et al. i amb el software MSCV.

4.4.3 Extraccio i determinacid dels polisacarids del vi per
HRSEC-RID

Les mostres van ser processades utilitzant la metodologia descrita per L. Ayestaran et
al. (2004). Es van agafar 1 ml de mostra de vi i es va centrifugar 20 min a 10.000 rpm
en un Biofuge Primo (Heraeus, Hanau, Germany) per a posteriorment ser liofilitzades
fins a la dessecacio total. El residu solid obtingut es va resolubilitzar en un eppendorf
amb una dissolucié d’etanol i 0,3M HCI i mantinguts durant 24 hores a 4°C per tal de
precipitar els polisacarids. Les mostres es van centrifugar (10.000 rpm, 15 min) i el
sobrenedant es va eliminar. Finalment els precipitats es van assecar amb un bany sec,
es van resolubilitzar amb una solucié de 150mM de formiat d’amoni (solvent utilitzat en
la técnica cromatografica) i finalment es van sublimar en un liofilitzador (Christ Alpha 1—

4, Martin Christ, Osterode am Harz, Germany).

La fraccié de polisacarids soluble de cada mostra va ser analitzada per cromatografia
d’'alta resolucié d’exclusi6 molecular (HRSEC) amb deteccié mitjangant un detector
d’index de refraccio, descrita per L. Ayestaran et al. (2004) per a determinar la distribucié

i concentracié dels polisacarids obtinguts en la mostra.

4.4.4 Extraccié i determinacié de les proteines dels vins per
HRSEC-DAD

Es van agafar aliquotes de 15 ml de cada mostra i es van centrifugar (10 min a 12.000
rom) en un Sorvall RC-5C (Heraeus, Hanau, Germany). Els 15 ml de es van dialitzar
durant 4 dies en una membrana d’'un tamany de porus de 3500 Da (Membrane Filtration
Products Inc., San Antonio, TX, USA). El solvent de la dialisis va ser acetat d’amoni

(50mM) durant dos dies i aigua ultrapura els seguents dos dies. Seguidament es va
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liofilitzar la mostra de linterior del sac de dialisis (Christ Alpha 1-4, Martin Christ,
Osterode am Harz, Germany) en plaques de petri, es va congelar, liofilitzar i
resolubilitzada en acetat d’amoni 50 mM. La fraccié soluble de cada mostra va ser
analitzada per una cromatografia d’alta resolucié d’exclusié molecular (HRSEC) amb
deteccié amb un detector ultravioleta a una longitud d’ona de 230nm, descrita per L.
Ayestaran et al. (2004) per a determinar la distribucié i quantificacié de les proteines

obtingudes en la mostra.



5. Resultats i discussio

5.1 Parametres estandards

La Taula 1 mostra els parametres estandards dels vins per cada un de les condicions.

Taula 1. Parametres generals del vi

Mostra alcohol (%v/v) acidesa total (g/l) pH Glucosa/Fructosa (g/L) Glicerol (g/L)

C5 122 + 02 a 42 = 02 b 361 = 0,01 b 1,36 = 0,40 b 5,27 = 0,06 a
C2 123 = 02 a 35 £ 01 a 3,70 = 0,01 c 1,44 = 0,06 b 556 * 0,12 b
LT 120 + 03 a 69 = 00 c 3,27 = 0,01 a 069 = 0,13 a 6,17 * 0,39 d
L) 123 + 02 a 34 £ 01 a 369 + 0,01 c 096 =+ 0,46 ab 594 + 0,16 c
MP 123 + 03 a 34 £ 01 a 3,70 £ 0,01 c 1,11 + 0,46 ab 524 + 0,52 a

Diferents lletres indiquen diferéncies significatives entre tractaments o grups experimentals a un p < 0.05

Respecte al grau alcohdlic dels diferents vins corresponents als diferents grups
experimentals, no s’observen diferéncies significatives. No obstant, s’ha descrit a la
bibliografia la capacitat d’algunes soques de Metschnikowia pulcherrima (M.
pulcherrima) (Contreras et al., 2014) i de Lachancea thermotolerans (L. thermotolerans)
(Gobbi et al., 2013) de reduir el grau alcohdlic dels vins en fermentacions sequencials
d’'aquestes juntament amb Saccharomyces cerevisiae. Respecte a I'acidesa total dels
vins, la condicié inoculada amb I'espécie L. thermotolerans va mostrar una acidesa total
major, essent aquesta significativament superior en un 100% aproximadament respecte
els valors de les condicions C2, Torulaspora delbrueckii (T. Delbrueckii) i M. pulcherrima.
El grup experimental C5, igual que la condici6 LT, va mostrar una acidesa
estadisticament superior que les condicions C2, TD i MP. No obstant, aquest augment
no va ser tan pronunciat com en el cas de la condicié LT. En resum, I'acidesa total va
ser 6,9 g/l i 4,2 g/l en les condicions LT i C5 respectivament, mentre que en els altres

grups experimentals va ser aproximadament de 3,5 g/L.

Aquest augment de I'acidesa total en cas de vi fermentat amb inoculacié sequencial de
L. thermotolerans juntament amb Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) s’atribueix,
com veurem posteriorment a la Taula 2, a la produccio d’acid L-lactic per part d’aquesta
soca comercial. En aquest sentit, a la bibliografia ja s’ha descrit la capacitat d’algunes
soques d’aquesta espécie de produir quantitats elevades d’acid L-lactic, tal i com s’ha
comentat a la introduccié. A més a més, en aquest grup experimental la fermentacié
malolactica (FML) no va tenir lloc (tal com veurem a posteriori a la Taula 2), en
comparacio a les altres condicions experimentals. Per tant, una major acidesa total
també es pot associar a que part de I'acid L-malic es va conservar. D’altra banda, una
major acidesa total en la condicié C5 també s’atribueix que en aquesta condicio, part de

'acid malic es va conservar, i per tant es va inhibir parcialment la fermentacio
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malolactica, tal i com es mostrara a posteriori a la Taula 2. Aquest fet es possiblement

degut a que dosis més altres del didxid de sofre (5 g/hl) han inhibit parcialment la FML.

Respecte al pH dels vins, la condicié LT va mostrar un menor pH (3,27) seguit en ordre
creixent per la condicié C5 (3,61) y per ultim les condicions C2, TD i MP amb pH de 3,70,
3,69 i 3,70 respectivament, essent aquestes tres mostres iguals significativament. El
menor pH en la condicié LT, tal i com s’ha explicat anteriorment, es justifica per
increment de concentracié d’acid L-lactic, el qual augmenta la proporcié de protons en
el medi i produeixi la disminucio del pH. En cas del valor de pH de la condicié C5 es
justifica, com es veura a continuacié en la Taula 2, en la inhibicié parcial de la
fermentacié malolactica, evitant la degradacié d’acid malic degut a les capacitats

antiséptiques del didxid de sofre enfront de les bacteéries lactiques.

Un menor pH en la condicié LT, confirma la capacitat d’aquesta espécie de bioprotegir
el most. En aquest sentit un menor pH dona lloc a una proporcié de SO, molecular major
i per tant s’esta bioprotegint aquest d’alteracions microbioldogiques o de possibles

alteracions amb bactéries lactiques.

Pel que fa a la glucosa i fructosa, en tots els casos es menor a 2 g/L, per tant es
considera que s’ha acabat satisfactdriament la FAL en tots els grups experimentals. En
quant a la concentracié de glicerol del vins, provinent de la fermentacio gliceropiravica,
les diferéncies s6n minimes entre grups experimentals. No obstant, es pot observar que
les condicions TD i LT s6n amb diferéncies significatives, les que tenen una major
concentracié d’aquest metabdlit. En aquest sentit, diferents articles a la bibliografia
descriuen soques de I'espécie T. delbrueckii amb la capacitat de produir vins amb una

major concentracio de glicerol (Giovani et al., 2012;Jolly et al., 2006).

5.2 Acids organics majoritaris
La Taula 2 mostra les concentracions d’acid L-malic, acid D-i L- Lactic i acid acétic dels

vins.

Taula 2. Concentracio de diferents acids del vi.

Mostra acid L-malic (g/L) acid L-lactic (g/L) acid D-lactic (g/L) acid acétic (g/L)

C5 0,65 + (0,19 b 0,48 £ 0,12 a 0,105 = 0,002 a 0,29 += 0,03 ab
Cc2 <0.1 a 1,00 + 0,00 b 0,152 + 0,006 b 0,33 * 0,01 bc
LT 1,19 + (0,06 C 2,80 + 0,12 ¢ 0,104 = 0,003 a 0,25 * 0,01 a
D <0.1 a 1,01 £ 0,06 b 0,281 = 0,021 d 0,44 = 0,04 d
MP <0.1 a 1,03 + 0,03 b 0,203 + 0,026 C 0,38 * 0,04 cd

Diferents lletres indiquen diferéncies significatives entre tractaments o grups experimentals a un p < 0.05



En primer lloc, I'acid malic resulta un dels parametres fisicoquimics més importants per
poder determinar si s’ha efectuat o no la fermentacié malolactica (FML). En aquest
sentit, cal mencionar que la FML no és buscada normalment en vins blancs, ja que
produeix una disminucié de l'acidesa la qual pot provocar una baixada de frescor
desitjada en aquest tipus de vins. A més a més, en el context actual de canvi climatic
cada cop s’elaboren vins amb menor acidesa total. Conseqlientment, tal i com es pot
observar a la Taula 2, els Unics vins que conserven totalment o parcialment I'acid L-
malic son la condicié C5, parcialment, i la condicié LT, amb la seva totalitat. Aquestes
evidéncies indiquen que amb una dosi de 5 g/hl de dioxid s’estaria inhibint parcialment
la fermentacié malolactica. També es pot afirmar que la soca utilitzada de Lachancea
thermotolerans té una funcio bioprotectora enfront dels bacteris lactics, ja que ha inhibit
totalment la FML, degut a que en la condicio LT s’ha conservat |a totalitat de I'acid malic.
Aquesta inhibicié de la FML estaria relacionada amb la baixada de pH que s’ha observat
a la taula 1 per aquesta condici6. La baixada de pH en aquest cas comportaria que
existis una major proporcio de dioxid de sofre molecular, segurament suficient per inhibir

I'activitat dels bacteris lactics.

Aquest resultat és forga interessant degut a la capacitat de baixar la dosis de sulfurds a
'entrada de verema i a la vegada evitar I'activitat dels bacteris lactics, ja que cal
mencionar que la condicié LT contenia una dosis de 2 g/hl de didxid de sofre mentre que
la condici6 C5 tenia una dosi de 5 g/hl. Per tant, la inoculacié sequiencial amb L.
thermotolerans juntament amb S. cerevisiae és una eina biotecnologica util per a la

bioproteccio dels vins blancs.

Les condicions C2, TD i MP van realitzar la FML, ja que no es va detectar acid L-malic
en cap dels vins d’aquestes condicions. Diversa bibliografia relacionen I'espécie T.
delbrueckii i la M. pulcherrima amb la capacitat per a promoure la fermentacio
malolactica (Loira et al., 2018; Ruiz de Villa et al., 2023; Balmaseda et al., 2021). Per
tant, sembla que les condicions experimentals que s’han realitzat en aquest treball amb
dosis de 2 g/hl de didxid de sofre no serien idonies per inhibir la FML, tant en fermentacio
convencional amb solament la inoculaci6 de S. cerevisiae, com en inoculacions

sequencials d’aquesta amb les espécies de llevats de T. delbrueckii i la M. pulcherrima.

La FML es basa en la degradacié de I'acid L-malic donant lloc principalment a I'isdmer
acid L-lactic i dioxid de carboni. En aquest sentit, les condicions C2, TD i MP, que sén
les condicions on es va realitzar totalment la FML van mostrar concentracions d’acid L-
lactic iguals estadisticament (1 g/L) i majors a la C5, condicié que només va realitzar la

FML parcialment.



No obstant, en el cas de la condicié LT, la concentracié d’acid L-lactic observada és a
causa de la produccié d’'aquest acid per part de I'espécie L. thermotolerans i no pas
degut a la realitzacié de la FML ja que 'acid L-malic es va conservar completament. En
aquesta condicié la produccido de l'acid L-lactic va ser molt superior a les altres
condicions. En aquest sentit, tal com s’ha comentat a la introduccid, concentracions altes
de L-lactic poden inhibir la fermentacié malolactica. Per tant, la inhibicié de la FML en
aquesta condicié no només podria ser a causa d’una disminucioé del pH siné també per

la produccio elevada d’acid L-lactic.

Centrant-nos en el metabolisme de les bactéries lactiques aquestes poden metabolitzar
la glucosa en piruvat i aquest a lactat principalment. Depenent del tipus de bactéria
lactica hi hauran modificacions dels productes finals. Aixi doncs trobem dues families:
homofermentativa, on produeix principalment lactat a partir de glucosa i
heterofermentativa si produeix altres molécules a part del lactat. Aquesta ultima familia
es pot classificar segons facultatives, on a partir d'una molécula de glucosa genera dues
molécules d’acid lactic i de les pentoses, generen acid lactic i acid acetic, i obligatories
on es produeix acid lactic, acid acétic, etanol i didxid de carboni. (Hidalgo Togores, 2008).
La presencia d’acid D-lactic es pot associar al metabolisme del sucres per part de les
d’algunes espécies de bactéries lactiques. Amés a més, un augment la producci6 d’acid
D-lactic juntament amb un augment de I'acid aceétic per part del metabolisme dels sucres

de les bactéries lactiques es coneix en enologia amb el nom de picat lactic.

Ala Taula 2 es poden observar els vins amb menor concentracié d’acid D-lactic, que
sén les condicions LT (0,104 g/l) i C5 (0,105 g/l), sense diferéncies significatives, seguit
de la condicié C2, MP i TD, amb valors de 0,152, 0,203 i 0,281 g/l respectivament. Els
valors obtingut per part de les condicions MP i TD indiquen la capacitat de M.
pulcherrima i T. delbrueckii de promoure els bacteris lactics degut a una major
concentracié d’acid D -lactic en comparaci6 amb els altres grups experimentals.
Diferents articles a la bibliografia descriuen aquestes capacitats d’aquestes espécies de
llevat per promoure la FML (Loira et al., 2018; Ruiz de Villa et al., 2023; Balmaseda et
al., 2021). En el cas de la condicio LT, s’'observa un valor significativament igual a la
condicié C5, fet que evidencia la capacitat de L. thermotolerans d’inhibir els bacteris
lactics i, per tant esdevenir com a bioprotector, tal com s’ha descrit en diferents articles
(Synder et al., 2021).

Pel que fa a la concentracié d’acid acétic aquest pot ser degut al metabolisme del llevat,
ja que els diferents llevats tenen diferent capacitat de sintesi d’acid acétic. Aquest

metabolit també pot vindre del metabolisme dels sucres per part de les bactéries
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lactiques heterofermentatives o per la contaminacié microbioldogica amb bactéries
aceétiques. Els grups amb una major concentracié d’acid acétic sén el MP y TD, seguit
per el grup C2, el qual es pot associar probablement a la contaminacié per bactéries
lactiques i especificament al metabolisme del sucre per bactéries lactiques
heterofermentatives, ja que aquests grups van ser els que van mostrar una major
concentracié d’acid D-lactic. De fet, en aquest grups anteriors es va consumir tot I'acid
L-malic present al most, el que confirma la preséncia de bactéries lactiques en aquests
grups experimentals. Per altra banda, la concentracio d’acid acétic en les condicions LT
i C5 van ser menors que en la resta de mostres. Aquest fet reafirma diversos estudis
sobre la bioproteccio de la L. thermotolerans, lo qual permet rebaixar la dosis de dioxid
de sofre (Morata et al., 2018). En aquest sentit, la baixada de pH en el grup LT i en
menor mesura el grup C5 (observat a la Taula 1) ha inhibit probablement el creixement

de bactéries lactiques, veient-se reflectit en una menor concentracié d’acid acetic.

5.3 Parametres colorimétrics i polifenols

La Taula 3 mostra diferents parametres colorimétrics i 'index de polifenols totals

Taula 3. Parametres colorimetrics.

Mostra abs 420nm L* b* IPT abs at 320nm

C5 0,112 + 0,006 b 974 = 02 a 7,55 = 0,11 d 7,24 = 1,15 a 3,30 + 0,64 a
Cc2 0,103 = 0,005 b 974 = 0,1 a 6,71 = 0,18 c 7,20 = 0,70 a 325 = 0,24 a
LT 0,095 + 0,001 a 98,1 =+ 01 b 6,42 + 0,01 b 7,51 = 0,91 a 323 = 0,25 a
D 0,089 = 0,002 a 90 = 01 b 593 = 0,06 a 6,88 = 0,46 a 3,22 = 0,17 a
MP 0,094 = 0,002 a 979 + 0,1 b 6,16 + 0,19 ab 7,04 = 0,72 a 3,23 = 147 a

Diferents lletres indiquen diferéncies significatives entre tractaments o grups experimentals a un p < 0.05

A la taula 3 es pot observar la coordenada b* del sistema CIEL*a*b*. Aquesta
coordenada situa el color del vi en un eix transversal dins de I'esfera de I'espai CIEL*a*b*
que va des de tonalitats blaves a tonalitat grogues. En aquest sentit, un valor major de
b* esta indicant tonalitats més grogoses-marronoses i, per tant, un major pardejament
del color dels most/vi. Per una banda els valors de b* més elevats van ser pels grups
experimentals C5 (7,55) i C2 (6,71), no existint diferéncies significatives entre ells. Per
tant, aquest resultats indiquen, que en les condicions experimentals realitzades aquest
treball, amb dosis de 2 g/hl de didxid de sofre s’estaria protegint els vins del pardejament
del color en comparacié a dosis de 5 g/hl de didxid de sofre. Per altra banda,
sorprenentment, els grups experimentals amb fermentacions sequencials amb llevats
no-Saccharomyces van presentar valors significativament menors que els controls, (LT
(6,42), MP (6,16) i TD (5,93)) i iguals estadisticament entre elles. Aquests valors més

baixos en les condicions TD, LT i MP indiquen un menor color groc-marronés en aquests
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vins i, per tant, un menor pardejament del color. A més a més, aquests resultats estarien
indicant la capacitat dels llevats no-Saccharomyces inoculats en aquest estudi per
prevenir el pardejament del vi en estratégies d’inoculacié sequencial juntament amb S.
cerevisiae. Aquest resultats son prometedors ja que aquest menor pardejament en
aquest vins respecte el grup C5, estaria concloent que la inoculacié sequencial
d’aquests llevats amb S. cerevisiae és una eina util per reduir les dosis de dioxid de
sobre. A més a més, el menor pardejament respecte al grup C2 estaria indicant que la
preséncia dels llevats no-Saccharomyces en la fermentacié seria un eina Gtil per a la

bioproteccio.

La coordenada L* d’altra banda, defineix la lluminositat del vi (valors més alts indiquen
major claredat). Aquesta coordenada es relaciona amb la intensitat del color. En aquest
sentit, un menor valor de L* correspon a una major intensitat del color. Tal com es mostra
en la taula 3, les condicions amb inoculacié sequencial obtenen valors significativament
superiors als dels controls. Per tant aquest resultat confirmen que inoculacions
sequencials amb aquests llevats no-Saccharomyces estarien protegint el color del vi

enfront de 'oxidacio.

Finalment, 'absorbancia a 420 nm, una mesura classica per determinar el color groc en
vins, mostra un comportament coherent amb la coordenada L* i la coordenada b*. En
aquest sentit, els vins amb preséncia de L. thermotolerans, M. pulcherrima i T.
delbrueckii presenten una menor absorbancia en aquesta longitud d’ona, la qual cosa
reforga la hipdtesi d’'una menor oxidacidé del color o pardejament, com a resultat de
l'accidé protectora d’aquests llevats, tal com ja han assenyalat diversos estudis de
Bustamante et al., 2024 sobre la soca Initia level 2 de M. pulcherrima, també utilitzada

en aquest treball.

En referéncia a I'absorbancia a 320 nm, longitud d’ona on els acids hidroxicinamics
tenen un maxim d’absorcid, no s’han mostrat diferéncies significatives entre vins, igual

que amb I'index de polifenols totals.



5.4 Polisacarids i proteines
A la Figura 3 es troben les concentracions de proteines i polisacarids en les diferents

condicions experimentals.

Concentracio de polisacarids i proteines
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Figura 3. Concentracions de proteines i polisacarids en les diferents condicions.

Els polisacarids desenvolupen un rol important en les qualitats sensorials del vi. Aquests
tenen la capacitat d’augmentar la percepcié del cos i la untuositat del vi, disminuir
I'astringéncia i 'amargor en el cas dels vins negres i millorar la persisténcia. També
poden actuar com a col-loides protectors evitant la inestabilitat proteica i la precipitacio
de sals de I'acid tartaric, formant complexes i impedint la cristal-litzacio, respectivament.
En vins escumosos esdevenen una funcié crucial, ja que es relacionen amb la presa i

I'estabilitat de 'escuma (lvit et al.,2018).

La concentracié de polisacarids va mostrar diferéncies significatives entre les diferents
condicions de l'estudi (Figura 3). La condicié LT va presentar la concentraci6 més
elevada, amb diferéncies significatives respecte a les altres condicions, les quals no van
mostrar diferéncies significatives entre elles. Aquests resultats mostren la capacitat L.
thermotolerans per alliberar polisacarids durant la fermentacié alcoholica, tal com s’ha
evidenciat en multiples investigacions (Benito et al., 2019). En aquest sentit, els llevats
durant la fermentacié alcohdlica i durant la seva autolisi poden alliberar polisacarids,
entre ells, principalment manoproteines, procedents de la paret cel-lular del llevat. Tot i
que no s’han trobat diferéncies en la concentracié de polisacarids en els vins inoculats

amb M. pulcherrima i T. delbrueckii respecte els controls, estudis anteriors han
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documentat un increment d’aquests amb els llevats d’aquestes espécies (Belda et al.,

2017; Granchi et al., in press).

Pel que fa a les proteines, aquestes poden ser responsables de terboleses i
precipitacions en el vi degut a la seva inestabilitat, perd sén importants per a la formacio

i estabilitat en la presa d’escuma en vins escumosos (Condé et al., 2017).

Tal i com es mostra a la Figura 3, les inoculacions seqlencials amb M. pulcherrima i T.
delbrueckii van mostrar una concentraciéo major de proteines respecte al grup fermentat
solament amb Saccharomyces cerevisiae (C2). Aquest resultat estaria corroborant
resultats préviament reportats per Gonzalez -Royo (2015), en el qual s’havia observat

un alliberament de proteines al vi procedents de llevats d’aquestes dues espécies.

El fet d’'un major alliberament de polisacarids (grup LT) i de proteines (pels grups TD i
MP) pels llevats no-Saccharomyces, augmentant la concentracié d’aquests col-loides
en el vi, suggereix que inoculacions sequencials d’aquestes soques de llevat juntament
amb Saccharomyces cerevisiae, podria ser una eina biotecnologica util per augmentar
la concentracio de proteines i polisacarids en vins, tal i com han mostrat diversos estudis
(Hranilovi¢ et al., 2020), aixi afectant positivament sobre les propietats escumants dels

vins escumosos, 'estructura i la untuositat dels vins.
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6. Conclusions

Aquest treball ha permés avaluar I'efecte de I'is de llevats no-Saccharomyces en

estratégies d’inoculacié sequencial amb Saccharomyces cerevisiae com a eina

biotecnologica per a la bioproteccié de mostos i vins blancs, amb especial atencié a la

seva capacitat per substituir o reduir I'is de dioxid de sofre. Dels resultats obtinguts es

poden extreure les seguents conclusions:

La Lachancea thermotolerans ha mostrat una gran capacitat per a metabolitzar
sucre donant lloc a acid L-lactic. L'augment de concentracié d’acid L-lactic en la
condici6 LT ha comportat un augment de l'acidesa total en un 100%, en
comparacié amb els vins que han efectuat la FML i, com a conseqléncia, una
disminucio del pH. Aquesta disminucié del pH, ha comportat probablement una
major fraccid de didoxid de sofre molecular respecte al didxid de sofre total,
resultant en wuna major proteccid6 enfront del desenvolupament de
microorganismes alternats en el vi, com ha sigut en el cas de bacteris lactics.
Aquests fets fan que la L. thermotolerans esdevingui un rol fonamental en la
bioproteccio dels vins

Les inoculacions sequencials amb Torulaspora delbrueckii i Metschnikowia
pulcherrima no han evitat la fermentacié malolactica, ja que la concentracio
d’acid L-malic va ser nul-la en aquests grups experimentals. A part, aquests
grups van presentar concentracions més elevades d’acid D-lactic i acid acétic,
indicant una activitat de bacteris lactics metabolitzant part dels sucres.

A nivell colorimétric, s’ha demostrat la capacitat bioprotectora per part dels tres
llevats no-Saccharomyces a través del parametre L* i b* del Cielab i de la mesura
espectrofotométrica a una longitud d’'ona de 420 nm, obtenint una major
lluminositat i una reduccidé de tonalitats grogoses-marronoses de les
fermentacions sequencials amb llevats no-Saccharomyces respecte als vins
control.

Els llevats no-Saccharomyces han evidenciat capacitat d’alliberament de
col-loides. La condicié inoculada amb L. thermotolerans ha aconseguit la
concentraci6 més alta de polisacarids, mentre que les condicions amb T.
delbrueckii i M. pulcherrima han aconseguit una concentraci6 més gran de
proteines que la fermentacid convencional amb S. cerevisiae. Aquests
increments de concentracions de col-loides podrien comportar una major
estabilitat proteica i tartarica, una major untuositat i estructura en els vins i, una

major i estable presa d’escuma en vins escumosos.
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Per tant, es pot concloure que les inoculacions seqlencials amb llevats no-
Saccharomyces és una eina biotecnologica util per a la bioproteccié de mostos i vins,
podent reduir les dosis de didxid de sofre. En aquest sentit, la inoculacié seqliencial amb
Lachancea thermotolerans a una dosi de 2 g/hl de didxid de sofre ha permés inhibir la
FML (no buscada en vins blancs) i protegir enfront del pardejament el color els vins amb
una reduccio de la concentracio de didxid de sofre suplementada respecte el control (5
g/hl al control). A més a més, les inoculacions seqiencials amb Metschnikowia
pulcherrima i la Torulaspora delbrueckii a una dosi de 2 g/hl de didxid de sofre han
bioprotegit el most /vi en termes de proteccié enfront el pardejament enzimatic del color,

reduint també les dosis de dioxid de sofre respecte al control (5 g/hl).

No obstant, cal considerar que aquestes caracteristiques bioprotectores poden variar
segons molts factors tals com les soques de llevat utilitzades, les condicions
experimentals i la varietat de raim, entre altres. Per tant, seria adient ampliar I'estudi per
tal de poder analitzar i comprendre quines soques sén més adients i perque, per a

diversos perfils de vins.

Aixi doncs, com a perspectives de futur per seguir investigant aquesta linia caldria
realitzar la determinacié del perfil volatil del vi a nivell analitic i a nivell sensorial. A més
a més, es podria realitzar el mateix estudi en vins negres. Aquests exemples de linies
de treball a seguir serien interessants per tal d’aprofundir i ampliar coneixement sobre

aquest tema, amb cada cop major utilitat per als cellers.
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