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RESUMEN

Frente al constante aumento de la temperatura a nivel global y al progresivo avance del
cambio climatico, se ha hecho cada vez mas comun en el mundo vitivinicola la produccion
de vinos con un nivel de grado alcohdlico mas elevado. Esto se debe a la constante alza en
los niveles de azucar en la uva, al momento de la cosecha, materia prima de la elaboracion
del vino.

Este estudio buscé evidenciar los resultados de los pardmetros quimicos y sensoriales de dos
tratamientos de adicion de agua creciente al mosto de uva, con el fin de disminuir los solidos
solubles de éste, mediante una dilucién y asi obtener una menor graduacion alcohdlica en el
posterior vino.

Para la realizacion de este estudio, se utilizaron mostos de uva, provenientes de un cv.
Chardonnay, del valle de Curicé. Se llevaron a cabo 2 tratamientos con la adicion de 5% y
10% de agua, ademas del tratamiento control, el cual no tuvo adicion de agua.

Los resultados reflejaron una disminucion el grado alcohdélico en ambos tratamientos. Sin
embargo, el tratamiento donde se afiadié un 5% dio como resultado vinos con menores
cambios en sus atributos sensoriales y componentes quimicos, tales como, fenoles de bajo
peso molecular, compuestos volatiles y polisacaridos. En cambio, en el tratamiento con un
10% de adicion de agua se observaron como resultado vinos con una mayor disminucion de
su grado alcoholico (-12,4%). No obstante, se evidencio, una significativa alteracion de sus
atributos sensoriales, especificamente en los atributos de carécter gustativo como la
untuosidad y persistencia, los vinos generados de este tratamiento presentaron menor
complejidad y preferencia de parte los consumidores.

Estos resultados indican la posibilidad de reducir el grado alcohdlico en vinos mediante una
adicion controlada de agua en el mosto, no obstante, algunos atributos sensoriales y quimicos
podrian verse alterados levemente. Esta practica podria ser una buena alternativa de
adaptacion frente al escenario climéatico que enfrenta la vitivinicultura hoy en dia, siempre y
cuando se tenga en cuenta el impacto que podria producir en el vino resultante.

Palabras claves: Aromas, compuestos fenélicos, polisacéridos.



ABSTRACT

Faced with the constant increase in global temperature and the progressive advance of climate
change, the production of wines with a higher alcoholic level has become increasingly
common in the wine world. This is due to the constant rise in sugar levels in grape at the time
of harvest, raw material of wine processing.

This study sought to demonstrate the results of the chemical and sensory parameters of two
treatments of increasing water addition to the grape must, in order to decrease the soluble
solids of it, by a dilution and thus obtain a lower alcoholic gradation in the subsequent wine.

For this study, were used grape musts from a cv. Chardonnay, in the Curicé valley. Two
treatments were carried out with the addition of 5% and 10% water, in addition to the control
treatment, which had no addition of water.

The results reflected a decrease in the alcohol level in both treatments. However, the
treatment where 5% was added resulted in wines with lesser changes in their sensory
attributes and chemical components, such as, low molecular weight phenols, volatile
compounds and polysaccharides. In contrast, in the treatment with a 10% addition of water
were observed as a result wines with a greater decrease in their alcoholic degree (-12.4%).
however, a significant alteration of their sensory attributes was shown, specifically in the
attributes of a tasty character such as unctuosity and persistence, the wines generated by this
treatment presented less complexity and preference on the part of consumers.

These results indicate the possibility of reducing the alcoholic degree in wines by controlled
addition of water to the must, however, some sensory and chemical attributes may be slightly
altered. This practice could be a good alternative to adapting to the climate scenario facing
wine-growing today, provided that the impact it could have on the resulting wine is taken
into account.

Key words: Aromas, phenolic compounds, polysaccharides.



INTRODUCCION

A través del paso del tiempo, la temperatura del planeta ha ido en aumento debido al cambio
climatico que actualmente enfrenta en consecuencia de la actividad humana del ultimo siglo,
afectando a éste de diferentes formas. El calentamiento global también ha afectado al sector
vitivinicola, teniendo algunas repercusiones en la calidad de los vinos. Este aumento de la
temperatura ha traido consigo el aumento en la concentracion de azucar de las bayas al
momento de la cosecha, provocando un desfase de madurez tecnoldgica y madurez fendlica.
Por lo tanto, producto de esta alza en las temperaturas y el efecto sobre la composicién de la
baya, el vino se ve afectado cuando existe un aumento de la temperatura (Van Leeuwen et
al., 2004).

La concentracién de azlcar de las bayas determina la concentracion de alcohol final en el
vino después del proceso fermentativo, siendo un factor clave en la calidad potencial del vino
(Parker et al., 2020). Debido al aumento del azucar en las cosechas en diversas localidades
del planeta, a lo largo de los afios, se ha vuelto cada vez mas comin encontrar vinos en el
mercado con una graduacion alcohdlica mayor. Un estudio realizado en Australia, deja en
evidencia aumentos del nivel medio de alcohol de 12,4% a 14,4% para los vinos tintos y de
12,2% a 13,2% para los vinos blancos entre los afios 1984 y 2008 (Godden y Muhlack, 2010).
Este aumento en la graduacion alcoholica de los vinos ha traido consigo aspectos negativos
en la calidad y en la elaboracion de éstos, como ralentizacidn o estancamiento de procesos
fermentativos, tanto en fermentacion alcoholica y malolactica (Piccardo et al., 2019),
generando cambios en los compuestos volatiles del producto final (Zamora, 2009) que se
traducen en problemas sensoriales del vino (Fischer y Noble, 2004; Le Berre et al., 2007).
Cabe destacar que la concentracion de alcohol en el vino puede aumentar los atributos de
amargor y pungencia en la fase gustativa de la degustacion de estos. También, se considera
que reduce la percepcion sobre la complejidad del vino, enmascarando atributos sensoriales
al paladar (Gawel et al., 2000). Sin embargo, el alto grado alcohdlico no solo conlleva
problemas en la calidad del vino, sino que también es relacionado con problemas asociados
con responsabilidades sociales (Grgnbak, 2009). Por tanto, estos dos puntos han traido
consigo una menor preferencia por parte del consumidor, al ver una etiqueta con una
graduacion alcohdlica mas alta, lo que ha producido una disminucion en la venta de estos
vinos (Saliba et al., 2013).

Para suplir este escenario, existen diversas estrategias para reducir la concentracion de
alcohol en los vinos, utilizadas en procesos pre fermentativos, fermentativos y post
fermentativos.



Reduccion alcohdlica del vino

A partir de las anteriores problematicas en vinos con graduaciones alcoholicas altas, surgen
posibles soluciones para disminuir el porcentaje de etanol en éstos, como lo son los manejos
agronémicos de cosechas tempranas, de manera de obtener un valor potencial de alcohol
acorde a lo requerido por los consumidores y mercado. Sin embargo, en este caso se pueden
obtener vinos con deficiencias sensoriales, debido a que no se alcanzara una madurez fendlica
y aromatica completa de la uva (Piccardo et al., 2019; Teng et al., 2020).

Araiz de esto, se gestan otras estrategias tecnologicas tendientes a reducir el grado alcoholico
en los vinos, tales como el uso de membranas de filtracion, procesos de destilacion,
concentracion por congelacion y absorcion y extraccion de alcohol (Longo et al., 2016). Sin
embargo, estas técnicas aumentan el riesgo de que la composicién quimica del mosto y/o
vino, relacionada con el color y aromas de éstos, se pierdan (Pickering, 2000; Varela et al.,
2015). Ademas, estas estrategias presentan elevados costos de aplicacion y son poco
amigables con el medio ambiente, debido a que poseen un gasto energético alto y generan
desechos (Teng et al., 2020). Ademaés de las técnicas anteriormente mencionadas, existen
técnicas microbiologicas, como la utilizacion de levaduras no Saccharomyces en secuencia
con Saccharomyces, con el fin de una generar una menor produccion de alcohol. Sin
embargo, estas técnicas no son 100% efectivas, ya que, en algunos casos logran predominar
las levaduras Saccharomyces provocando una pobre reduccién del alcohol en el vino final
(Ruiz de Villaetal., 2023; Quiroz et al., 2014). La adicion de agua al mosto pre-fermentacion
alcohdlica, método en el cual se centrard este estudio, seguin algunos estudios anteriores
(Schelezki et al., 2018; Schelezki et al., 2020; Teng et al., 2019), ha tenido buenos resultados
respecto a otras técnicas para reducir el grado alcohdlico.

A continuacion, se mencionaran y describirdn algunos de los métodos para reduccion
alcohdlica mas utilizados y sus caracteristicas seguin el momento en el proceso de elaboracion
de un vino, en el cual se pueden realizar (Longo et al., 2016).

Técnicas utilizadas pre-fermentacion alcohélica

Estas técnicas buscan la reduccién de la cantidad de azicar en el mosto, y asi, disminuir la
graduacién alcoholica posteriormente en el vino (Longo et al., 2016). Entre estas estrategias
se pueden encontrar:

Précticas vitivinicolas (modificacion de riego, manejo de brotes, podas), con la cual se logra
disminuir la graduacion alcohdlica, sin embargo, la disminucion de éste es ligera (Novello et
al., 2013).

Realizar una cosecha temprana de la fruta, esta técnica es efectiva para la reduccion del grado
alcohdlico, sin embargo, el vino podria preservar aromas herbaceos, pH bajos y madurez
fendlica y aromética incompleta (Teng et al., 2020).



La sustitucion de un porcentaje de mosto con una alta madurez fendlica y tecnologica por un
mosto con menor grado de maduracion y concentracion de azcar, para la reduccién del grado
de azlcares fermentables y asi una posterior disminucién de graduaciéon alcoholica,
sustituyendo un en un vino realizado con un mosto de mayor madurez y graduacion. Esta
estrategia ha logrado buenos resultados, no obstante, su investigacion aun no es suficiente
(Kontoudakis et al., 2011).

Filtracion del mosto por membrana, esta técnica requiere una clarificacion previa para
correcto funcionamiento de las membranas y evitar gastos adicionales, ademas podrian
perderse algunos precursores aromaticos (Salgado et al., 2015).

Finalmente, la dilucién o adicién de agua al mosto, método en el cual se centrara la presente
investigacion. Este método es efectivo y con buenos resultados al momento de conservar
compuestos fendlicos y perfil sensorial. Sin embargo, presenta problemas de legalidad en
algunos paises (Teng et al., 2020).

Técnicas utilizadas en fermentacion alcohdlica

Estas técnicas buscan la reduccion del grado alcohdlico, disminuyendo la produccién de
alcohol de parte de las levaduras presentes en el vino (Longo et al., 2016). Dentro de esta
categoria se encuentran técnicas como la utilizacién de levaduras no-Saccharomyces. Este
método de reduccion alcoholica utiliza levaduras con una menor eficiencia en la produccion
de alcohol, sin embargo, podrian generar una fermentacién incompleta, ademas de sabores
no deseados por exceso en la generacion de acetaldehido y acetatos de etilo o no llegar a la
reduccion alcohdlica deseada (Quiroz et al., 2014). Otro método es la utilizacion de levaduras
modificadas genéticamente para producir menor cantidad de alcohol, sin embargo, se ha
evidenciado que podrian producir un exceso de dulzor debido a la sobreproduccion de
glicerol y ademas presenta costos mas elevados (Ehsani et al., 2009).

Técnicas ejecutadas en procesos post-fermentacion alcohdlica

Las técnicas utilizadas post fermentacion alcohdlica, son las méas utilizadas en el mundo
enologico, algunas de éstas utilizan sistemas fisicos, como es el caso del uso de membranas
en donde se encuentra la técnica de osmosis inversa, nanofiltracion, entre otras. Ademas,
existen algunas que no usan membranas como es el caso de la destilacion al vacio del vino
(columna de cono rotatorio) (Longo et al., 2016). La aplicacion de la técnica de osmosis
inversa requiere mano de obra calificada, gastos economicos, ademas de ser invasiva para el
vino, resultando de ésta, vinos quimica y sensorialmente diferentes al original. Por otra parte,
los vinos resultantes sensorialmente tienen una menor aceptacion de parte de algunos
consumidores (Meillon et al., 2010). La columna de cono rotatorio o destilacion al vacio es
una estrategia efectiva al momento de reducir el alcohol, sin embargo, esta posee un gran
consumo energético y econémico (Schmidtke et al., 2012).



Adicion de agua al mosto

La técnica de adicion de agua en el mosto del vino en la fase de pre fermentativa de este
busca aumentar el solvente de la solucién presente en el mosto y asi disminuir la
concentracion de solidos solubles. El objetivo de esta estrategia esta centrado en el
metabolismo de las levaduras Saccharomyces cereviceae, las cuales a través de estos sélidos
solubles o azucares fermentables transforman la glucosa en etanol y otros subproductos, con
una eficacia estimada de 16 a 17 gramos de azUcar por grado alcohdlico formado y por tanto,
asi disminuir la posterior concentracion de alcohdlica en el vino (Hidalgo, 2003).

Se ha evidenciado a través de algunos estudios anteriores, especialmente en vinos tintos, que
la adicién de agua en el mosto conserva gran parte de las caracteristicas sensoriales y
compuestos fendlicos, como taninos y antocianinas. Por otro lado, se ha demostrado que se
conserva mejor la estabilidad de color frente a cosechas tempranas, resultando vinos con
colores menos marrones en su tonalidad, menor incremento de pigmentos no blanqueables,
por lo tanto, estos vinos podrian tender a evolucionar lentamente y en mejor condicion,
respecto a vinos elaborados a partir de cosechas mas tempranas (Teng et al., 2020). Dicho
esto, la elaboracion de vinos con adicion de agua podria traer como beneficio vinos con una
mayor preservacion de un color deseable. Es por estas razones que la adicién de agua podria
ser el método con mejores resultados al momento de elaborar vinos con un grado de azUcar
objetivo, optimizando de mejor forma propiedades como el color y taninos en el vino
(Schelezki et al., 2018; Teng et al., 2020).

Por otra parte, en términos sensoriales, estudios como el de Teng et al. (2020) mencionan
que vinos elaborados con una adicion de agua en el mosto, lograron retener aromas a frutos
rojos, lo cual es un atributo deseable en vinos tintos, en especial Cabernet Sauvignon. Sin
embargo, otros aromas catalogados como defectuosos también fueron retenidos, como
aromas a puerro, los cuales se atribuyen al uso de fruta madura y algunos sabores a
oxidaciones en el vino (Teng et al., 2020).

En términos legislativos, la adicién de agua al mosto del vino es una técnica con ciertas
limitantes legales en Chile, ya que, segun el Ministerio de Agricultura, solo se permiten
adiciones de agua en la elaboracion de vinos no superiores al 3,5% del total del vino,
sefialando ademaés que solo se podran utilizar como métodos de reduccion de solidos solubles
técnicas como el uso de membranas, acoplamiento membranoso y adicion de agua en mostos
con contenido de sélidos solubles superiores a 23,5° Brix (Ministerio de Agricultura, 2019).
Es importante mencionar que en otros paises como Estados Unidos de América, la adicién
de agua es una practica completamente legal y aceptada (United States Code of Federal
Regulations, 2010).



Antecedentes de cv Chardonnay

El cultivar Chardonnay es una cepa de Vitis vinifiera, la cual presenta un origen francés,
especificamente de la zona de Borgofia. Segun estudios genéticos, Chardonnay es el resultado
de la cruza entre las cepas Gouais Blanc con Pinot 38 (Organizacion Internacional de la Vifia
y el Vino, 2017).

Esta variedad presenta una gran importancia a nivel mundial en el &rea vitivinicola, debido a
que es la séptima variedad con mayor superficie cultivada en el mundo con un total de
210.000 hectareas a lo largo de 41 paises, expandiéndose por Europa, América y Oceania,
presentado una tendencia al alza en su superficie (Organizacion Internacional de la Vifay el
Vino, 2017).

Chile, se situa entre los 6 principales productores de esta variedad junto con Espafa, Francia,
Italia, Estados Unidos y Australia. Hoy en dia Chile cuenta con un total de 10.345 hectareas
pertenecientes al cultivar Chardonnay y la mayor produccion en los ultimos 10 afios con
104.103 litros en el afio 2022. El cultivo del Chardonnay en Chile comienza desde la region
de Coquimbo extendiéndose hasta la region de Los Lagos, abarcando un total 30,57% del
total de vides blancas cultivadas en Chile posicionandola en la segunda variedad blanca con
mayor produccion después del Sauvignon blanc (SAG, 2023).

Siendo Chile uno de los principales productores de vino y de gran calidad a nivel mundial,
situandose como el primer exportador del Nuevo Mundo y cuarto a nivel mundial, siendo
superado por Francia, Espafia e Italia (ODEPA, 2021), es que mejorar las condiciones de
aceptabilidad de los vinos es muy importante. Por estos motivos, resulta de gran importancia,
estudiar un tema que en la medida que pasan los afios puede ser cada vez mas relevante, dado
que no hay informacidn sobre este particular en el pais, y menos con la variedad Chardonnay,
dado que la mayor cantidad de estudios publicados consideran solo variedades tintas. Esto
permitira evaluar resultados y compararlos con resultados obtenidos por otros investigadores
a nivel internacional.

Por ultimo, cabe mencionar, que existe reducida informacion acerca de las caracteristicas
sensoriales de vinos elaborados a partir de mostos del cultivar Chardonnay con una elevada
concentracion de azucar debido a una alta madurez de las bayas, de igual forma es escasa la
informacion acerca del efecto sensorial que implica la reduccién de la concentracion de
azlcar a través de la adicién de agua, por lo que seria de gran importancia caracterizar
sensorialmente cdmo se comporta la técnica de adicion de agua al momento de elaborar
vinos. Lo anterior a motivado la presente investigacion.



HIPOTESIS

Al adicionar 2 cantidades crecientes de agua al mosto de uva, en el proceso de elaboracion
de un vino blanco del cv. Chardonnay para su reduccién alcohélica, no se generaran cambios
en parametros fisicos y compuestos quimicos, incrementando ademas la preferencia del
consumidor con el incremento del porcentaje de agua utilizado.

OBJETIVOS

Determinar el efecto de la adicion de agua en una proporcién creciente al mosto, como
método de reduccidon alcohdlica, sobre las caracteristicas fisicas, quimicas y sensoriales de
vinos del cv. Chardonnay.



MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del estudio

Los analisis basicos y especificos como, sensoriales, enoldgicos y de caracterizacion fendlica
se realizaron en los laboratorios de Quimica Enoldgica, Analisis Cromatografica y de
Capacidad Antioxidante de Alimentos y Analisis Sensorial del Departamento de
Agroindustria y Enologia de la Facultad de Ciencias Agrondémicas de la Universidad de
Chile.

Material bioldgico

El estudio se realizd con mosto sulfitado, proveniente de la Vifia Correa Albano
(35°02'45.8"S 71°18'48.1"W) de la vendimia 2022 de un cultivar Chardonnay perteneciente
al Valle de Curicd. Al mosto se le disminuyd su grado alcohdlico probable por la dilucion
con agua. Se utiliz6 a agua destilada y purificada, para evitar la presencia de cloro, la cual se
adquirio en el laboratorio de Quimica Enoldgica, de la Facultad de Ciencias Agronomicas,
Universidad de Chile. Los depdsitos fueron inoculados con la levadura Saccharomyces
cereviceae QA23 (Lallemand, Francia).

Equipamiento

Los instrumentos que se emplearon para el analisis de las muestras del mosto son un
refractdbmetro termo compensado Arquimed (Santiago, Chile) para la medicién de solidos-
solubles expresados en grados Brix. EI pH se obtuvo mediante un potenciometro marca
Mettler Toledo modelo S220 SevenCompact™ (Columbus, Ohio, Estados Unidos).

Los analisis fendlicos totales se realizaron en un espectrofotometro UV-VIS Pharmaspec,
modelo UV-1700 (Shimadzu, Kyoto, Japdn). Para la determinacion de los taninos totales se
utilizé metilcelulosa (Sigma-Aldrich, USA). Para el fraccionamiento de polisacaridos segin
peso moleculary fenoles de bajo peso molecular se utilizé un equipo de cromatografia liquida
de alta eficacia (HPLC) Agilent 1260 Infinity Serie (Alemania), equipado con una bomba



cuaternaria G1311B, dos detectores de indice de refraccion G1362A y G1315D, dos
columnas en serie Shodex SB-803 HQ y SB-804 HQ (Jap6n) y un computador. Para la
extraccion de polisacaridos de las muestras de vinos, se hizo uso de una centrifuga Heraeus
Labofuge 400 (Alemania), evaporador al vacio (Univapo 100ECH, Uniequip, Martinsried,
Alemania) y un liofilizador. Todos los solventes que se emplearon en esta investigacion
fueron adquiridos en Merck S.A. (Santiago, Chile). Para los andlisis de compuestos fendlicos
los estandares fueron adquiridos en Sigma-Aldrich, USA y un rotavapor Blchi B-491
(Suiza).

Meétodo

Tratamientos y disefio experimental

Se establecio un disefio completamente al azar (DCA), compuesto de 3 depositos para cada
nivel de agua adicionada (tratamiento) y tratamiento control. La unidad experimental de este
ensayo correspondio al mosto contenido en un deposito de 25L de plastico de uso alimentario,
mientras que la unidad muestral a botellas de 750mL de vino obtenidas al término de la
fermentacion alcohdlica.

Se realiz6 un ensayo con tres condiciones por triplicado, los que corresponden a cada
dilucién. Los tratamientos fueron determinados por la cantidad de agua que fue necesaria
para alcanzar el grado alcohdlico probable deseado. Se dispuso de un To (vino control) que
fue el vino elaborado con mosto sin dilucidn, cuya graduacién alcohélica objetivo o GAP fue
de ~ 12,9% vlv, el cual fue calculado con una eficiencia de 17g de azucar fermentable por 1
grado alcoholico producido (Hidalgo, 2003). Finalmente, se agregé las siguientes dosis de
agua por depdsitos, indicadas en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Tratamientos a realizados

TRATAMIENTOS DOSIS AGUA GRADO
ANADIDA ALCOHOLICO
OBJETIVO
To 0% 0 12,9°
T1 5% 1 12,2°
T2 10% 2 11,5°

Agua afiadida: Litros.



Manejo del experimento

Se realizaron mezclas de mostos y agua purificada dependiendo del tratamiento (Cuadro 1),
en distintas proporciones para obtener los vinos con el grado alcohdlico probable deseado
para cada tratamiento.

Las fermentaciones alcohdlicas se realizaron en 9 depdsitos plasticos de uso alimentario de
25L, los cuales fueron llenados hasta un 80% de su capacidad (Unidad experimental: mosto
contenido en los depdsitos). Una vez realizada la mezcla del mosto base con el agua, la
mezcla se homogeneizo y los depositos fueron puestos en la sala de cerveceria de la Planta
Piloto.

Los depdsitos fueron inoculados con la levadura Saccharomyces cereviceae QA23
(Lallemand, Francia) en una dosis de 10° cel/mL. Se mantuvo la temperatura en la
fermentacion alcohdlica a 16°C y se midi6 densidad y temperatura 3 veces al dia (09:00hrs;
13:00hrs y 18:00hrs).

Terminado el proceso de fermentacion alcoholica, entre 10 a 15 dias, se realiz6 una
correccion de la concentracion de SOz en el vino obtenido con el fin de alcanzar una
concentracion de 0.8 ppm de SO, molecular, dependiendo del pH de cada vino. Una vez
hecho esto, se procedié a corroborar el grado alcoholico obtenido en cada uno de los
tratamientos (Bordeu y Scarpa. 1998). Los vinos se embotellaron con tapon de corcho. Se
utilizaron 4 botellas de vino de 750 mL por repeticién y tratamiento, que fueron destinadas
para los analisis quimicos y fisicos mas 4 botellas de 750 mL destinadas al analisis sensorial.
Estas muestras fueron almacenadas en ambiente a 16°C, fresco y estable, en oscuridad en el
subterraneo de la Planta Piloto de la Facultad de Ciencias Agrondmicas de la Universidad de
Chile.

Luego de un mes de almacenamiento a temperatura de 16°C, se procedid a realizar los analisis
fisicos y quimicos de los vinos resultantes, correspondientes a los 2 tratamientos, control y
sus respectivas repeticiones.

Variables medidas

Anélisis basicos
Vinos: pH, acidez total, acidez volatil, SO libre y total, grado alcohdlico y azlcares
reductores (recopilados por Bordeau y Scarpa, 1998).

Analisis Quimicos

Analisis de polifenoles. Las determinaciones realizadas fueron:
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Fenoles totales: Mediante analisis espectrofotométrico a DO 280 nm (Garcia Barcel6, 1990).
Taninos totales: Mediante la Reaccion de Bate-Smith (Bate- Smith, 1981).

Fracciones de polisacaridos de diferente masa molecular mediante cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC-IR) (Fanzone et al., 2012).

Compuestos fenolicos de bajo peso molecular, mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC-DAD) (Pefia-Neira et al., 2007).

Analisis del perfil aromatico por cromatografia de gases (GC) acoplada a espectrometria de
masas (MS), previa micro extraccion en fase solida (SPME) (Ubeda et al., 2017).

Andlisis Sensorial

Para el analisis sensorial se realizo un test triangular y un test descriptivo.

Se realizaron test triangulares, entre el tratamiento control y los diferentes tratamientos, con
el fin de encontrar diferencias significativas (Anexo 1).

El panel constaba de 30 evaluadores. Las sesiones de degustacién se llevaron a cabo en el
Laboratorio de Anélisis sensorial perteneciente al Departamento de Agroindustria y
Enologia, el cual posee cabinas individuales aisladas a 20 + 1 °C, estan equipadas cada una
con mesa, silla, escupidero, botdn de llamada e iluminadas con luz blanca. La temperatura
de servicio serade 16 + 1 °C. Se utilizaron 20 mL de muestra en copas INAO de color negro
codificadas con tres digitos al azar. Ademas, se otorgo un periodo de descanso entre muestras
a criterio del evaluador, con el fin de que haya tenido el tiempo suficiente de recuperar la
lubricacidn de su cavidad bucal, junto con un vaso de agua como enjuague con el fin de evitar
la saturacion de sus sentidos (Anexo 1).

El test descriptivo se realiz6 solo con el tratamiento control y el tratamiento con un 10% de
adicion de agua, debido a que no se presentaron diferencias significativas entre el 5% y el
control en el test descriptivo.

El panel del test descriptivo const6 con un total de 10 evaluadores con previo conocimiento
en vinos. En este test se evaluaron caracteristicas visuales, olfativas y gustativas de los
distintos vinos, mediante una pauta no estructurada de 0 a 15 cm (Anexo 2). En las
intensidades, O representa la ausencia y 15 representa la maxima intensidad del atributo.
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Analisis estadistico

El ensayo constd de 2 tratamientos y un control con 3 repeticiones por nivel. Los resultados
de los andlisis del vino se analizaron estadisticamente mediante una ANOVA.

En segundo lugar, se realizé un analisis estadistico del andlisis sensorial, en donde se utiliz6
un disefio bloques completamente aleatorizados (DBCA), con 30 bloques. Cabe mencionar
que el factor bloque (B) corresponde a cada integrante del panel. Los resultados obtenidos de
las distintas pautas de degustacion se analizaron estadisticamente mediante un Analisis de
Varianza (ANDEVA). De existir diferencias significativas se aplicé la prueba de rango
multiple de Tukey con una significancia de 5%, utilizando el software Infostat para Windows.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro 2, se exponen los andlisis iniciales del mosto utilizado. El pH inicial fue de 3,36
y el Nitrogeno amino libre (FAN) tuvo un valor de 196 g/L, por lo cual se realiz6 una adicion
de nutrientes (Nutrienvit, Lallemand Inc.) a las 48 h post inoculacion en una dosis de 15 g/hL,
El mosto utilizado en el ensayo tuvo una concentracion de sélidos solubles de 22° Brix
(Cuadro 2) y una densidad inicial de 1089,9 (mg/L), valores similares a los descritos por
Gonzalez-Marco et al. (2008) para un mosto blanco del cv. Chardonnay en Espafia.

Cuadro 2. Analisis iniciales del mosto utilizado.

Mosto Valores iniciales
Solidos solubles (1) 22
Densidad (2) 1089

pH 3,36

SO; Libre (3) 2,56

SO, Total 24,32

FAN (5) 196

Unidades expresadas en (1) ° Brix, (2) mg/L, (3) ppm, (4) ppm, (5) g/L.

En forma previa a la implementacion de los ensayos, se evaluo el efecto sobre el pH y la
acidez total, con el fin de que los 3 tratamientos inicien su fermentacion con los mismos
valores, posterior a esto no se evidencié un efecto sobre éstas, por lo que no se realizé una
correccion con acido tartarico disuelto en el agua aplicada en los tratamientos T1y T2.

Cuadro 3. Solidos solubles (°Brix) y densidad por tratamiento al inicio del proceso
fermentativo.

Tratamiento Grados Brix Densidad Adicion agua
CONTROL 22,0° 1089 0
Tl 20,8° 1080 1
T2 19,6° 1075 2

Grados Brix promedios por tratamiento. Adicién de agua expresado en Litros. Densidad mg/L.

La adicion de agua al mosto se realizé de acuerdo con la estrategia experimental planteada
en materiales y métodos (Cuadro 1). Al adicionar agua en un 5% al mosto (T1) y de 10%
(T2) como parte de los tratamientos evaluados en este ensayo, las densidades iniciales
disminuyeron a 1080 (-1%) y 1075 (-2,4%), respectivamente para el tratamiento 1 y 2
(Cuadro 3). De acuerdo con Xynas 'y Barnes (2023), se espera que la reduccion de la densidad
del mosto, que es proporcional al agua afiadida, contribuya a alcanzar una menor graduacién
alcohdlica debido a una mayor dilucién de los azucares fermentables.

El tiempo de fermentacion estuvo estrechamente relacionado con la cantidad de azucar de
cada mosto, donde el tratamiento control y el tratamiento de adicion de agua de 5%, tuvo una
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duracion de 22 dias y el tratamiento de adicion de agua de 10% dur6 21 dias. La temperatura
de la fermentacion oscil6 entre 16 y 18°C a lo largo d la fermentacion. Esto es coincidente
con lo visto por Teng et al. (2020) quienes sefialan que tratamientos con sustitucion de mosto
por agua, disminuyeron la fase de adaptacion o lag y el tiempo de fermentacion con relacién
al control, para mostos del cv. Shiraz.

Las analiticas generales obtenidas en los vinos se muestran a continuacién en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Analiticas generales y de compuestos fenolicos, determinados a los vinos de los
tres tratamientos.

Control T1 T2
Grado alcohdlico @) 1393+0,21¢c 13,53+0,15b 12,20+ 0,10 a
Acidez titulable ) 501+0,32a 491+0,32a 519+0,34a
pH 3,21+0,01a 3,19+0,01a 3,21+0,02a
Acidez volatil (3) 0,69+0,03a 0,68 +0,03a 0,62 +0,09 a
Azucar residual 2,14+0,15b 1,30+0,37 a 1,82 +0,26 ab
Fenoles totales () 261,5+10,3a 209,6 +26,9b 222,8+8,9ab
indice de polifenoles totales 9,056+0,36 b 7,25+0,93 ab 7,71+031la
Taninos totales (s) 1,36 +0,18Db 0,36 £0,20 a 0,35+0,06 a

Promedio + desviacion estandar. (1) v/v etanol, (2) g equiv. de H,SO4/L Tart., (3) g equiv. de Ac. acético/L, (4)
mg equiv./L Ac. Gélico, (5) g equiv./L Catequina. Letras iguales en sentido horizontal indican que no existen
diferencias significativas entre tratamientos (p>0.05).

Se observd disminucion significativa del grado alcoholico obtenido en los 2 tratamientos
realizados, el tratamiento 1 (5% adicion de agua) disminuy6 0,4 grados alcohdlicos respecto
al tratamiento control, alcanzando 13,93° grados de alcohol para control y 13,53° parael T1,
en el caso del tratamiento 2 (10% adiciéon de agua) alcanzd 12,20° grados alcohdlicos,
obteniendo 1,63 grados de alcohol menos que el control. Esto era de esperarse segun lo
observado por otros autores como Teng et al. (2020) quienes con una adicién de agua de
14,3% y 7,4%, obtuvieron una disminucion de 1,3y 1 grado alcohdlico respectivamente, en
un vino del cv. Shiraz.

El pH ni la acidez titulable presentaron diferencias estadisticamente significativas en ninguno
de los 3 tratamientos, por lo cual el agua no tuvo mayor efecto sobre el pH ni la acidez
titulable, lo cual es coincidente con los resultados obtenidos por Schelezki et al. (2020), en
donde los tratamientos con adicion de agua no tuvieron variaciones en estos parametros.

El indice de polifenoles totales fue estadisticamente diferente, siendo mayor para el
tratamiento control, lo cual se relaciona a la dilucion hecha en los otros tratamientos, y se
respalda con lo que han observado otros autores como Xynas y Barnes (2023), Schelezki et
al. (2020), Teng et al. (2019) quienes sefialan que la adicion de agua al mosto podria afectar
negativamente la concentracion de fenoles y taninos totales.
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Fenoles de bajo peso molecular

La uva y el vino tienen una gran cantidad de compuestos derivados de una estructura basica
de fenol (hidroxibenceno) (Zoecklein et al., 2001), esta gran cantidad de complejos
compuestos puede ser clasificada de diferentes maneras. Sin embargo, se suelen clasificar
generalmente en 2 grandes subgrupos, donde se pueden encontrar los compuestos fenélicos
no flavonoides y los flavonoides (Zamora, 2003).

De los compuestos fendlicos anteriormente mencionados, los flavonoides son compuestos de
gran relevancia generalmente para el vino blanco, los cuales tendran una mayor influencia
sobre el color, evolucion y caracteristicas organolépticas del vino, definitorias para la calidad
final (Zoecklein et al., 2001).

En el Cuadro 5 se presentan los resultados obtenidos en el presente estudio. En los resultados
obtenidos si existieron diferencias significativas en el total de los compuestos fendlicos, lo
cual era de esperar debido al efecto de dilucion, en donde existe una relacion entre la cantidad
de agua por tratamiento y la cantidad de compuestos fendlicos, la que indica que a mayor
cantidad de agua se diluye el total de compuestos fendlicos. Estos resultados son coincidentes
con los observados por otros autores como Xynas y Barnes (2023) y Schelezki et al. (2020)
quienes observaron el mismo efecto en su investigacion.

Cuadro 5. Resultados fenoles de bajo peso molecular por HPLC-DAD organizado en
familias (mg/L).

Control T1 T2
Acidos hidroxibenzoico y derivados 1,88+0,4 ab 2,19+0,22b 1,37+£0,32a
Acidos hidroxicinamicos y derivados 3,96 +2,26 a 494+068a 290+£102a
Alcoholes fenolicos 941+0,44 a 8,22+0,86a 805+0/61a
Flavanoles 1433+2,19a 1280+0,74a 11,18%+0,19a
Flavonoles 951+249b 763+0,77ab 5,19+0,87a
Total 39,09+6,94a 3577+1,08a 28,68+295a

Promedio + desviacion estandar. Letras iguales en sentido horizontal indica que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos (p > 0,05).

Al analizar los resultados obtenidos del total de compuestos fendlicos de bajo peso molecular,
solo se observaron diferencias significativas para las variables total de &cidos
hidroxibenzoicos y derivados entre el T1y T2 (Cuadro 5), en donde hubo un aumento de
estos compuestos al adicionar un 5% de agua y una disminucion al aumentar la dosis a 10%
de adicion de agua respecto al control. Por otra parte, para la variable flavonoles, disminuyd
la concentracion en la medida que aumenta el porcentaje de agua afiadida, en donde hay
diferencias significativas entre el tratamiento control y el T2 con una disminucion de 45,43%
para este segundo tratamiento. Dado esto, es posible observar que no todas las familias de
compuestos fendlicos experimentan una disminucion en la misma magnitud y que en ninguno
de los casos existe una disminucion proporcional al porcentaje de agua afiadida. (Schelezki
et al., 2020; Teng et al., 2019).
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A continuacion, los resultados de los compuestos fendlicos de este estudio se han organizado
en 2 grandes grupos, los compuestos fenolicos no flavonoides y compuestos flavonoides, los
cuales serén revisados en detalle a continuacion.

Compuestos fenolicos no Flavonoides

Los principales fenoles primarios no flavonoides derivan de los &cidos hidroxicinamicos y
acidos hidroxibenzoicos, la mayoria de estos estan esterificados con azlcares, acidos
organicos o alcoholes. Estos compuestos proceden principalmente de la extraccion del jugo
de la uva (Zocklein et al., 2001).

Cabe destacar que la mayor parte de los fenoles no flavonoides provienen principalmente de
la pulpa de la uva, a pesar de también encontrarse en el hollejo y en la semilla en menor parte.
Los derivados de los hidroxicinamatos constituyen la mayor parte de los compuestos no
flavonoides, estando presentes en el mosto y en el vino como &cidos libres, ésteres de etiloy
ésteres de tartrato o tartrato glucosa (Zocklein et al., 2001).

Segln Zamora (2003), los principales &cidos benzoicos son; acido gélico, acido p-
hidroxibenzoico y acido siringico, y los principales acidos cinamicos son: acido cafeico,
acido p-cumarico y acido ferulico (Zamora, 2003).

También existen los compuestos no flavonoides derivados de la fermentacion alcohdlica, ya
que, durante la fermentacion se produce una hidrolisis lenta o incompleta, los ésteres no
flavonoides dan origen a &cidos libres y otros ésteres. Los fenoles caftaricos sufren grados de
hidrolisis produciendo acidos cindmicos libres (Zocklein et al., 2001).

Durante la fermentacion las levaduras producen tirosol, a partir de la tirosina, el cual seria el
unico compuesto fendlico producido en cantidades significativas a partir de un precursor no
fenolico (Zocklein et al., 2001).

A continuacion, en el Cuadro 6 se muestran las concentraciones promedio obtenidas para los
fenoles de bajo peso molecular no flavonoides, de la variedad Chardonnay en estudio.

En el Cuadro 6 es posible observar los resultados obtenidos de los compuestos fenolicos no
flavonoides, donde destacan 3 subgrupos compuestos por &cidos hidroxibenzoicos y
derivados, acidos hidroxicindmicos y derivados y alcoholes fendlicos. Solo se observé
diferencias significativas para el total de los acidos hidroxibenzoicos.
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Cuadro 6. Concentracion de fenoles de bajo peso molecular: compuestos no flavonoides.

No flavonoides (mg/L) Control T1 T2
Acidos Hidroxibenzoicos y derivados

Acido galico 101+£0,22b 0,87+0,09ab 0,59+0,13a
Acido protocatéquico 086+017a 1,32+014b 0,78+0,18a
Total 188+040ab 2,19+022b 137+0,31la
Acidos Hidroxicinamicos y derivados

Acido trans-caftarico 105+182a 242+024a 0,75%x129a
Acido trans-cutarico 059+0,17a 067x007a 049%+0,14a
Acido cis-cutarico 095+0,29a 066+031a 0,93+0,27a
Acido cafeico 131+0,15b 1,10£0,19b 0,70+£0,08a
Ester hexosa de &cido trans p-cumarico 0,06 +0,002a 0,09+0,010b 0,04 +0,003a
Total 396+238a 494+0,77a 290+1,08a
Alcoholes fendlicos

Tirosol 941+043a 822+086a 8,05+0,59a
Total No flavonoides 1525+2,35a 15,35+0,78a 12,32+1,88a

Promedio + desviacion estdndar. Concentracion expresada en mg/L. Letras iguales en sentido horizontal indica
que no existen diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (p > 0,05).

La cantidad de &cidos hidroxibenzoicos y sus derivados en vinos blancos por lo general varia
desde 1 a 5 mg/L segin menciona Singleton, (1985) y Zocklein et al. (2001). Por otra parte,
la mayoria de estos compuestos fendlicos no flavonoides se encuentran en una cantidad
inferior a su umbral sensorial individual, sin embargo, en su conjunto contribuyen con el
amargor y aspereza sensorial del vino (Zocklein et al., 2001). Algunos autores mencionan
que la degradacion de estos acidos fendlicos podria generar fenoles volatiles responsables de
importantes defectos olfativos (Zamora, 2003). Dentro de los acidos hidroxibenzoicos
identificados (Cuadro 6) destaca el acido galico, el cual tuvo una concentracion de 1,01 mg/L
para el tratamiento control, tratamiento 1 un 13,8% menor que el control y el tratamiento 2
un 41,5% menor que el control, esta disminucién se daria debido a que como menciona
Zocklein et al. (2001) estos compuestos derivan de la uva y por tanto al diluir el mosto estos
compuestos disminuirian su concentracion a medida que aumenta la dilucion.

Por otra parte, el acido protocatéquico tuvo una concentracion de 0,86 mg/L para el control,
el tratamiento 1 fue un 53,4% superior al control y el tratamiento 2 fue un 9,4% inferior al
control (Cuadro 6), lo que indicaria que, con una baja adicion de agua, este compuesto podria
mantener su concentracion, no obstante, sobre un 10% este disminuiria, lo que podria haberse
producido por una posible hidrdlisis de estos compuestos (Zocklein et al., 2001).

Entre los acidos hidroxicinamicos y sus derivados, destaca el &cido cafeico, responsable del
pardeamiento acelerado de algunos vinos que presentan una alta concentracién (Fernandez-
Zurbano et al., 1997; Zamora, 2003), el cual tuvo una concentracion de 1,31 mg/L para el
tratamiento control, y una concentracion 16% y 46% menor para los tratamientos T1y T2
respectivamente, siendo significativamente diferente en el tratamiento 2 (Cuadro 6),
evidenciandose una dilucion del compuesto. Esto podria traer consigo un posible efecto
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positivo en vinos blancos con adicion de agua, dénde se podria obtener vino con una menor
graduacion alcohdlica y una mayor perdurabilidad en el tiempo al poseer una menor
presencia de este compuesto responsable en parte del pardeamiento del color de los vinos.

Compuestos fenolicos Flavonoides

En el siguiente grupo se encuentran los compuestos fendlicos flavonoides, responsable de
gran parte de la estructura y color del vino, estos compuestos se encuentran presentes en la
semilla, hollejo y pulpa de la baya. La estructura basica de estos compuestos es una aglicona
compuesta por 2 anillos arométicos, A y B, unidos por un anillo pirano (Zoecklein et al.,
2001).

Los compuestos fendlicos flavonoides se componen principalmente de 3 grandes familias de
mayor interés enoldgico: los flavonoles, flavanoles o flavan-3-oles y antocianos, en el vino
blanco se encuentran presentes los flavanoles y flavonoles (Zoecklein et al., 2001, Flanzy,
2000).

A continuacién, se presentan los resultados de los compuestos fenolicos de bajo peso
molecular flavonoides, obtenidos en el estudio realizado, donde destacan 2 subfamilias, los
flavanoles o flavan-3-oles y flavonoles.

Dentro de la clasificacién de compuestos flavanoles (Cuadro 7), se ha logrado identificar 6
compuestos, en donde destaca principalmente el monoémero de flavanol (-)-epicatequina, la
cual se ha encontrado en una significativa mayor concentracion respecto a los demaés
compuestos flavanoides, con una concentracion de 8,30 mg/L en el tratamiento control, el
tratamiento 1 (5% adicion agua) obtuvo una concentracién 6,60 mg/L y por lo tanto, un
20,5% menor respecto al control, el tratamiento 2 (10% adicién de agua) obtuvo una
concentracion de 6,16 mg/L, lo cual es un 25,7% menos que el tratamiento control y un 6,7%
menos que el tratamiento 1, respondiendo asi a un efecto de dilucion.

También se identificaron 4 tipos de procianidinas dimeras (Cuadro 7), compuestos
responsable de sabores amargos y astringentes en el vino, ademas asociados a la estructura y
al color amarillo de los vinos (Zoecklein et al., 2001, Zamora, 2003). Estos compuestos se
encontraron mayoritariamente en bajas concentraciones (inferior a 1,0 mg/L), sin embargo,
la Procianidina B2 destacé con una concentracion superior alcanzando 1,95 mg/L en el
tratamiento control, en el tratamiento 1y 2 se encontrd una menor cantidad de este compuesto
respecto al control, donde el tratamiento 1 obtuvo 1,51 mg/L, y por tanto 22,5% inferior al
control y el tratamiento 2 una concentracion de 1,17 mg/L, siendo equivalente a 40% inferior
respecto al control y un 22,5% inferior al tratamiento 1, viéndose significativamente afectada
su concentracion por la adicion de agua.
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Cuadro 7. Concentracion de fenoles de bajo peso molecular: compuestos flavonoides.

Flavonoides (mg/L)

Flavanoles Control T1 T2
(+)-Catequina 189+0,57a 217+0,28a 2,13%0,02a
(-) Epicatequina 8,30+0,69b 660+032a 6,16+0,13a
Procianidina B1 097+022a 085%x0,22a 0,56+0,11a
Procianidina B3 095+014a 083x024a 0,61+0,07a
Procianidina B2 1,95+0,13¢ 151+017b 1,17+0,07a
Procianidina B4 0,26+045a 084+017a 0,56+0,12a
Total 1433+2,18a 1280+0,74a 11,18+0,19a
Flavonoles

Astibilina 323+098a 254+011a 217+0,15a
Quercetina 0,92+0,11b 0,40+0,08a 0,31+0,04a
Quercetina 3-galactosido 123+044a 116+021a 047+08la
Quercetina 3- glucosido 042+0,13b 0,24+0,07ab 0,150,004 a
Quercetina-3-ramndsido 0,7+0,13a 0,11+0,05a 0,04+0,01a
Glicésido de flavonol 186+0,13a 190+0,12a 1,33x0,14a
Kaempferol-3-glucosido 0,23+0,15a 0,22+0,056a 0,02+0,04a
Kaempferol-3-galactdsido 146+0,14b 106x022a 0,70£0,03a

Total 951+249b 763+0,76ab 5,19+0,87a

Promedio + desviacién estandar. Concentracion expresada en mg/L. Letras iguales en sentido horizontal indica
gue no existen diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (p > 0,05).

Por otra parte, se han identificado 8 compuestos pertenecientes a la clasificacion de los
flavonoles (Cuadro 7), donde destaca principalmente el dihidroxiflavonol astibilina. También
se identificd la quercetina en bajas cantidades, compuesto perteneciente a 1 de los 4
principales compuestos flavonoles del vino segun Zamora (2003). La quercetina presento
una concentracion de 0,92 mg/L para el control, 0,40 mg/L para el tratamiento 1y 0,31 mg/L
para el tratamiento 2, y por tanto T1 Y T2 tuvieron concentraciones inferiores al tratamiento
control en un 56% Yy 66,3% respectivamente, siendo significativamente inferior al control
respondiendo al igual que otros compuestos al efecto de la dilucion.

La mayoria de los compuestos no se vieron afectados significativamente por la adicion de
agua, lo cual es coincidente con lo observado por autores como. Schelezki et al. (2020), no
obstante, algunos compuestos si se vieron afectados por la dilucién lo que es de esperarse
debido a que como menciona Zoecklein et al. (2001) provienen principalmente de la uva 'y
su concentracion es limitada en el mosto.

Es importante mencionar que en la literatura solo se han estudiado compuestos flavonoides
tales como taninos y antocianos y el efecto del uso de agua como forma de disminucion del
grado alcohdlico (Xynas y Barnes, 2023; Teng et al., 2020), pero no compuestos no
flavonoides individualizados por HPLC-DAD. De esta forma los resultados presentados son
novedosos dada la escasa informacion existente sobre este grupo de compuestos presenten
en vinos blancos y tintos.
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Compuestos volatiles

El aroma del vino presenta una gran complejidad, siendo el resultado de una serie de procesos
bilogicos, bioquimicos y tecnologicos. Esta complejidad estd asociada también directamente
a los diversos compuestos volatiles que contiene el aroma, los cuales podrian ser mas de 500
(Flanzy, 2000). En este estudio se ha realizado un andlisis del perfil aromatico mediante
cromatografia de gases (GC) acoplada a espectrometria de masas (MS), previo a esto se ha
realizado una micro extraccion en fase solida (SPME) para poder llevar a cabo el analisis del
perfil aromatico.

Los resultados han sido expresados en la abundancia relativa presente en el vino (Cuadro 8),
es decir, representado por el area relativa observada en el cromatograma obtenido.

Cuadro 8. Familias de compuestos volatiles presentes en el vino estudiado segun su
abundancia relativa.

Control T1 T2
Total ésteres de acetato 22,36 +0,71 b 17,88 £ 0,32 a 17,39+ 1,04 a
Total ésteres etilicos 60,02+2,65b 44,06 £ 4,39 a 40,06 £ 2,83 a
Total otros ésteres 1,02+0,17 a 1,25+0,10 a 1,04+0,12 a
Total ésteres 83,32+3,41Db 63,08 +4,55a 58,41 + 3,96 a
Total alcoholes 23,81 +£0,89 a 23,44+ 1,57 a 23,08 +1,04 a
Total acidos 14,49+ 1,09 a 1456+ 1,94 a 13,49+ 152a
Total cetonas 0,14 +£0,03a 0,09+0,03a 0,10+0,01a
Total terpenos 0,67 +0,07a 0,59+0,05a 0,64+£0,05a

Promedio + desviacion estandar. Los valores representan el promedio del area relativa del cromatograma. Letras
iguales en sentido horizontal indica que no existen diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos
(p > 0,05).

Los compuestos volatiles obtenidos se han observado mediante un el analisis por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) y se han clasificado
segun la familia a la que pertenecen. En este caso se han observado 5 familias de compuestos,
en donde se observan ésteres, alcoholes, acidos, cetonas y terpenos, destacando una mayor
presencia de ésteres, seguido por alcoholes y &cidos. A nivel general, entre los tratamientos
no hay diferencias significativas, lo cual, indica que los compuestos volatiles son poco
sensibles a las adiciones de agua. Esto ademéas es respaldado por otros autores como
Schelezki et al. (2018) quienes solo obtuvieron cambios significativos en 11 de los 43
compuestos volatiles que analiz6 al realizar diferentes adiciones de agua en la elaboracién de
un vino Cabernet Sauvignon. No obstante, existen diferencias significativas en algunas
familias como los ésteres de acetato, ésteres etilicos y ésteres, donde el tratamiento control
fue significativamente superior la abundancia frente a los tratamientos 1y 2, respondiendo a
un efecto de dilucion. Resultados similares a este ya han sido descritos previamente por
Gardner et al. (2022), Schelezki et al. (2018).
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Cuadro 9. Resultado de compuestos volatiles presentes en el vino estudiado, segln su
abundancia.

*Area relativa Control T1 T2
Esteres
Esteres de acetato
Acetato de etilo 523+0,13b 4,10+0,09 a 421+0,22a
Acetato de isobutilo 0,31+0,02b 0,27+0,02b 0,09+0,01a
Acetato de isoamilo 8,01+0,26b 592+0,43a 6,11 +0,42 a
Acetato de hexilo 3,02+0,2b 2,13+0,3a 2,39+0,18 a
Acetato de 3-hexenilo 0,04+£0,01a 0,03+x0,1a 0,03 +£0,002 a
Acetato de heptilo 0,056+£0,01a 0,04+£0,1a 0,04 £ 0,009 a
Acetato de fenetilo 5,67+0,04 a 5,35+0,61a 446+04a
Total 22,36 +0,71b 1788+0,32a 17,39+1,04a
Esteres etilicos
Butanoato de etilo 0,58+0,02b 0,38+ 0,04 a 0,41 £ 0,007 a
Hexanoato de etilo 10,47 +0,72b 7,15+1,18a 7,82+0,42a
Heptanoato de etilo 0,02 £ 0,008 a 0,02 +£0,0009a 0,02+0,006a
Octanoato de etilo 30,22+0,61b 20,13 +2,81 a 20,03+ 2,06 a
7-Octanoato de etilo 0,11+0,01a 0,09+0,01a 0,07+0,01a
Nonanoato de etilo 0,03+£0,002 a 0,03+0,007a 0,03%+0,002a
Decanoato de etilo 13,27 £ 2,03 b 10,58 +0,54ab 8,59+0,59b
4E-Decenoato de etilo 0,04 £0,002 b 0,04 £+ 0,008 ab 0,030,002 a
Dodecanoato de etilo 493+1,02b 519+0,31b 2,71 +0,24 a
Tetradecanoato de etilo 0,15+0,07a 0,15+0,02 a 0,10+£0,01a
Hexadecanoato de etilo 0,16 £+ 0,62 a 0,25+0,009a 0,22+0,01a
Total 60,02+ 2,65b 4406 +439a 40,06 +2,83a
Otros ésteres
Octanoato de isoamilo 0,32+0,05a 0,42 +0,06 a 0,42+0,05a
Decanoato de isoamilo 0,16 £ 0,04 a 0,20+0,01 a 0,17+0,01a
Hexanoato de isobutilo 0,04 + 0,004 a 0,04 +0,006a 0,03+0,0005a
Octanoato de isobutilo 0,07+0,01a 0,06 £0,007a 0,05+0,008 a
9-Decenoato de butilo 0,04 +0,0005 a 0,07+0,01a 0,06 + 0,009 a
Octanoato de metilo 0,15+ 0,006 a 0,13+0,01 a 0,13+0,01a
Decanoato de metilo 0,12+0,01a 0,14+0,01a 0,10+0,03a
4-Decenoato de metilo 0,04 £ 0,008 a 0,04 £ 0,008 a 0,02+0,01a
Undecanoato de metilo 0,06 + 0,03 a 0,09 £ 0,006 a 0,04+0,0la
Total 1,02+0,17 a 1,25+0,10a 1,04+0,12a
Total Esteres 83,32+3,41Db 63,08+455a 58,41+396a
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Alcoholes
Alcoholes de Fusel
Area relativa* Control T1 T2
Isobutanol 0,50+0,02a 151+0,2b 1,38+0,1b
3-metilbutanol 11,65+0,13 a 10,98+ 1,15a 11,03 +0,7 a
Isohexanol 0,05+0,02a 0,04+0,01a 0,03 £ 0,004 a
1,3-metil-4-1-pentenol 0,14 £ 0,006 b 0,12 + 0,007 a 0,12 £ 0,002 a
1-Hexanol 0,66 +0,01a 0,66 +£ 0,06 a 0,67 +0,02a
1-Heptanol 0,13+0,02a 0,12+0,01a 0,12+0,01a
2,3-Butanodiol 0,21+0,12a 0,11+0,05a 0,04 +0,02 a
1-Octanol 0,10 + 0,005 a 0,08+0,01a 0,08 + 0,004 a
1-Decanol 0,09+0,01a 0,10 + 0,005 a 0,10 + 0,004 a
2-Feniletanol 10,75+ 0,86 a 9,71+0,09 a 9,50+ 0,34 a
Total 23,81 +0,89 a 23,44 +157a 23,08+ 1,04 a

Acidos

Area relativa* Control T1 T2
Acido acético 0,65+ 0,08 a 0,46 £ 0,03 b 0,37+0,01b
SCFA (Acidos grasos de
qadena corta)
Acido isobutirico 0,05+0,03a 0,05+0,01a 0,04 £ 0,003 a
Acido isovalérico 0,16 +£0,01a 0,16 £+ 0,03 a 0,12 £+ 0,004 a
Total 0,21+0,02 a 0,21 +0,04 a 0,16 +0,01a
MCFA (Acidos de grasos
cadena media)
Acido hexanoico 1,33+0,08 a 1,29+0,22 a 1,12+0,12 a
Acido octanoico 7,22+0,49a 7,26 £0,86 a 6,75+0,77 a
Acido decanoico 508+043a 534+083a 5,00+ 064a
Total 13,62 + 0,99 a 13,89 +192a 12,96 +1,53 a
Total 4cidos 14,49 + 1,09 a 1456 +194 a 13,49+ 152a
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Continuacién cuadro 9.

Cetonas

Isovalerona 0,11+0,01a 0,07+0,02 a 0,09 £ 0,008 a
2-Undecanono 0,030,011 a 0,02 + 0,0006 a 0,02 + 0,0009 a
Total 0,14+0,03a 0,09+0,03a 0,10+0,01a

Terpenos
Area relativa * Control T1 T2
Mesitileno 0,32+0,02a 0,23+0,12a 0,27+0,01a
Benzociclobuteno 0,12+0,01a 0,08 +0,03a 0,08 + 0,003 a
O-Cimeno 0,04+0,01a 0,10+ 0,06 a 0,07+0,05a
Durene 0,03 + 0,006 a 0,03+0,003 a 0,03+ 0,004 a
Linalol 0,07 £ 0,006 a 0,07 £ 0,004 ab 0,08 £ 0,0007 b
Terpinen-4-ol 0,03+ 0,007 a 0,03 +0,005 a 0,03+ 0,005 a
Cariofileno 0,056+0,01a 0,056+0,01b 0,05+0,01b
Nerolidol 0,04 +0,003 a 0,04 £ 0,005 a 0,05 + 0,005 a
Viridiflorene 0,03+0,01b 0,04+0,01c 0,03+0,01a
Total 0,67+0,07a 0,59+0,05a 0,64+0,05a

Promedio + desviacidn estandar. Letras iguales en sentido horizontal indica que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos (p > 0,05).

Dentro de los compuestos volatiles ésteres (Cuadro 9), se determinaron 3 subclasificaciones,
los ésteres de acetatos, ésteres etilicos y otros ésteres. Dentro de estas subclasificaciones se
observaron diferencias significativas en los ésteres etilicos y ésteres de acetato.

Existio una mayor abundancia en los ésteres etilicos, en donde hubo diferencias significativas
entre los tratamientos, siendo el control el mas abundante con un 26,6% mayor al tratamiento
1(5% adicidn de agua) y un 33,2% mayor al tratamiento 2 (10% adicién de agua). También
se obtuvieron diferencias significativas en la abundancia los ésteres de acetato, en los cuales
los tratamientos de adicion de agua no obtuvieron diferencias significativas entre si, no
obstante, el tratamiento control si fue superior significativamente, siendo este un 20% mayor
al tratamiento 1y 22,2% mayor al tratamiento 2. Asi mismo, los ésteres en total presentaron
diferencias significativas entre el control y los tratamientos, mostrando una abundancia
superior el tratamiento control respecto a los tratamientos de adicién de agua, los cuales no
presentaron diferencias significativas entre si, esto podria asociarse a que los esteres son
compuestos volatiles formados en el proceso de fermentacion del vino, debido a reacciones
entre alcoholes y &cidos carboxilicos y por tanto, en los tratamientos con adicién de agua al
generar una menor cantidad de alcohol, se podria como consecuencia generar una
disminucion de estos compuestos (Flanzy, 2000).

En los alcoholes (Cuadro 9) no se han observado diferencias significativas en su abundancia
entre el tratamiento control y los tratamientos de adicién de agua, destacando en estos
compuestos el 3-metilbutanol, compuesto responsable de aromas asociados a crema de
almendras y aceites de fusel segin Flanzy (2000) y destacando también 2-feniletanol
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compuesto que segun menciona Flanzy (2000) es responsable de aromas asociados a rosa
marchita. La sintesis de estos compuestos esta ligada principalmente con el metabolismo de
los aminoacidos y por ende estrechamente relacionada con el nitrégeno disponible en el
mosto. Por lo tanto, en condiciones no limitantes de nitrégenos no deberia existir diferencias
en la produccion de alcoholes superiores, lo que podria explicar la ausencia de diferencias
significativas entre los tratamientos y el control las cuales tuvieron una igual adicion de
nutrientes nitrogenados.

Los acidos fueron subclasificados en 2 familias (Cuadro 9), los acidos grasos de cadena corta
(SCFA) vy los acidos grasos de cadena media (MCFA). En estas subclasificaciones ni los
acidos de cadena corta ni los acidos de cadena media exhibieron diferencias significativas en
su abundancia entre los tratamientos realizados, cabe sefialar que los acidos grasos de cadena
media presentaron una abundancia mas elevada frente a los acidos grasos de cadena media.
El 4cido acético presentd una abundancia mayor en el tratamiento control, siendo este un
29,2% mayor al tratamiento 1 y un 43% mayor al tratamiento 2, presentando diferencias
estadisticamente significativas entre a los tratamientos y respondiendo a una dilucion, lo cual
es coincidente a lo descrito previamente por Gardner et al. (2022).

Por otra parte, en las cetonas (Cuadro 9) se identificaron 2 compuestos, la isovalerona y 2-
undecanona. Segun algunos autores la isovalerona se ha relacionado con aromas suaves y
dulces (Ubeda et al., 2020). Las cetonas no presentaron diferencias significativas en este
estudio, no evidenciandose asi diferencias importantes en su abundancia con la adicion de
agua en los tratamientos y por tanto no viéndose afectadas por la adicion de agua.

En la familia de los terpenos, se observaron compuestos como el mestileno, linalol, entre
otros. No se observaron grandes diferencias en su concentracion, no siendo significativas las
diferencias de sus abundancias entre los tratamientos de adicion de agua y el control, por lo
tanto, no viéndose afectados estos compuestos al ser expuestos a una adicion de agua.

Segun Schelezki et al. (2020), en las condiciones de vendimia y vinificacion utilizadas en su
estudio en Cabernet Sauvignon con reemplazo de mosto por agua filtrada en diferentes
proporciones, los niveles de volatiles mostraron fuertes correlaciones negativas con la
proporcidn de sustitucion de jugo en el caso de ésteres etilicos de acidos grasos de carbono
impar (R2 = 0,99), ésteres etilicos de &cidos grasos de cadena lineal (R2 = 0,91), ésteres de
HAA del azucar de levadura y metabolismo del N (R2 = 0,99), alcoholes superiores (R2 =
0,93) vy ésteres etilicos de acidos ramificados (R2 = 0,72), lo que indicd un efecto decisivo
de los tratamientos sobre la matriz precursora del jugo y el metabolismo de las levaduras en
el proceso fermentativo.



24

Observaciones (ejes F1 yF2: 59,17 %)

8 0,05

nt ontrg
0,05 | Contg

F2(23.49 %)

Contro

-8 -6 -4 -2 o 2 4 6 a8
F1 (35,67 %)

= 0,05 0,1 = Control |

Figura 1. Andlisis de componentes principales compuestos volatiles.

A pesar de evidenciarse solo 3 familias con diferencias significativas en la abundancia de los
compuestos volatiles observados, al comparar entre las familias aromaticas en los 2
tratamientos y control estudiados en un anélisis de componentes principales (Figura 3), se
observa que el control y sus repeticiones se agrupan en el sector derecho del grafico con
valores positivos para la primera componente principal. Los tratamientos 1y 2, se agrupan
en el sector izquierdo, indicando una diferencia en el perfil aromatico y volatil de los
tratamientos realizados al momento de observarlos como un conjunto. Por tanto, se podria
evidenciar un impacto de la adicion de agua sobre los compuestos volatiles en su conjunto.
El tratamiento 2 (10%) es el que presentan en sus repeticiones mayor homogeneidad, con
mayor cercania al centroide de las muestras. Este comportamiento en el perfil aromatico del
vino en respuesta a los tratamientos de adicion de agua es coincidente con lo descrito por
Gardner et al. (2022) quienes observaron un comportamiento similar, mencionando que la
dilucion pre fermentativa podria provocar diferencias significativas en los compuestos
volatiles y que en conjunto podrian afectar el perfil aromatico vino.
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Polisacaridos

Los polisacaridos constituyen una clase compuestos de los vinos poco estudiados aun, debido
a su gran complejidad de composicion y estructural. Los polisacaridos poseen numerosas
propiedades estructurales y funcionales que destacan por su presencia tanto en la uva como
en el vino. Tienen un rol fundamental en la estructura de las paredes celulares de la uva, la
cual los relaciona directamente al momento de extraer otros compuestos como los aromaticos
y fendlicos. En el vino son los compuestos de mayor complejidad y masa molecular (Flanzy,
2000).

Cuadro 10. Concentracion de polisacaridos presentes en el vino segin su tamafio molecular.

Fraccién Control T1 T2
HMWf 43,33+3,02a 44,05+235a 40,81 +4,06 a
MMWf 37,09+1,74 a 35,31+ 0,78 a 33,08 +3,07a
LMWf 3162+106b 20,42+4,36a 18,43+1,90a
OLIGf 4125+103c 34,10+0,16b 27,76 + 255 a

Total 153,29 +5,74¢c 13389+562b 120,08 + 7,78 a

Promedio + desviacion estandar. Concentracion expresada en mg/L. HMWT: Fraccidn de alto peso molecular
(Mn =158,7 + 2,4 KDa), MMWf: Fraccion de medio peso molecular (Mn = 34,3 + 0,6 KDa), LMWf: Fraccion
de bajo peso molecular (Mn = 16,3 £ 0,6 KDa), OLIf: Fraccidn de Oligosacaridos (Mn = 5,9 + 0,2 KDa). Letras
iguales en sentido horizontal indica que no existen diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos
(p > 0,05).

Para realizar un analisis de los polisacaridos presentes en el vino en estudio, se llevo a cabo
una clasificacion segun fracciones de peso molecular, observandose en una fraccion de
compuestos de alto peso molecular, peso molecular medio, bajo peso molecular y
oligosacaridos (Cuadro 10). La fraccion de mayor y mediano peso molecular no presentaron
diferencias significativas. Por lo tanto, no mostraron alteracion frente a una adicion de agua.
Dado esto, llama la atencion que entre los compuestos de mayor peso molecular no exista
diferencias significativas, probablemente se deba a que los polisacaridos presentes en el vino
blanco son provenientes de manoproteinas que son liberadas desde la pared celular de las lias
presentes, las cuales son resultantes de la autolisis de levaduras (Gawel et al., 2016; Del
Barrio et al., 2018). Esto explicaria un balance en la liberacion de manoproteinas por con una
poblacion similar de levaduras y lias.

Sin embargo, la fracciébn de menor peso molecular si tuvo diferencias significativas
observandose que el control fue superior frente a los 2 tratamientos de adicion de agua, los
cuales entre si no obtuvieron diferencias estadisticamente significativas. De diferente forma,
sucedio con la fraccidn de oligosacaridos, la cual tuvo diferencias significativas entre los 3
tratamientos realizados, siendo el control el de mayor concentracion, seguido por el
tratamiento 1 de un 5% de adicidon de agua, quien fue inferior al control en un 8%, y
finalmente el tratamiento 2 de un 10% de adicion de agua, siendo un 22% menor al control
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y un 16% menor al tratamiento 1 en su concentracion, mostrando asi una alteracion en su
concentracion y observandose un efecto de dilucién por el agua afiadida. El efecto de dilucion
en estos compuestos podria deberse a que estas fracciones podrian estar compuestas
principalmente por glucidos provenientes de la uva. Dado esto, al agregar agua al mosto,
estos compuestos se diluirian, disminuyendo su concentracion, inclinando asi la balanza del
total de polisacaridos a obtener diferencias significativas (Gawel et al., 2016). Cabe destacar
gue esto a demas es concordante con Teng et al. (2020) y Schelezki et al. (2018), quienes
también observaron disminucion en los polisacaridos presentes en vinos con adicion de agua.

Andlisis sensorial

El analisis sensorial de los vinos obtenidos se llevé a cabo, mediante dos tipos de
metodologias, un test triangular a ciegas, para analizar si los tratamientos son diferenciables
entre si y un andlisis descriptivo, en caso de existir diferencias significativas en la cata
triangular.

Test triangular

El test triangular, se realizé utilizando 3 copas negras, para no influenciar la decision por la
vista. Las copas fueron codificadas y 2 contenian el mismo tratamiento y 1 era diferente. Los
evaluadores fueron 30 estudiantes al azar, sin conocimientos previos del estudio y que no
manejaban conocimientos acerca de vino. Aquellos evaluadores que acertaron a la copa
diferente debieron marcar la copa de su preferencia. A continuacién, se exponen los
resultados obtenidos en la cata triangular (Cuadroll).

Cuadro 11. Resultados test triangular.

Comparativas Evaluadores Aciertos Preferencia Preferencia Preferencia
(n) Control T1 T2

Control VS T1 30 12 7 5

Control VS T2 30 13 8 5

Total 30 evaluadores al azar. n=30. Solo se consider6 la preferencia de aquello evaluadores que fueron capaz
de acertar a la copa diferente.

Los resultados obtenidos del test triangular (Cuadro 11), no han demostrado diferencias
significativas en ninguno de los dos tratamientos. Esto demuestra que evaluadores sin
conocimiento mayores en vinos, degustando ciegas no son capaces de detectar un vino
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elaborado con adicién de agua. En ambas comparaciones, los aciertos no alcanzan a llegar a
la mitad de los evaluadores que participaron en el test, siendo tan solo 12 para el tratamiento
con un 5% de adicion de agua y 13 para el tratamiento de un 10% de adicidn de agua, de un
total de 30 evaluadores. Llama la atencion la preferencia que ha predominado entre los
evaluadores que han acertado al momento de diferenciar los tratamientos, dado que, en el test
realizado para el tratamiento de 5% y 10%, los evaluadores han seleccionado principalmente
¢ como preferencia el tratamiento control versus los tratamientos con adicion de agua.

Analisis descriptivo

El analisis descriptivo se realizd con un panel entrenado, el cual, estuvo constituido por 10
evaluadores con un alto conocimiento en vinos. Se llevo a cabo solo con el tratamiento
control y el tratamiento 2 (10% adicion de agua), debido a que los resultados arrojados por
test triangular indicaron que no existen diferencias estadisticamente significativas entre el
tratamiento 1 (5% adicion de agua) y el control. Por lo tanto, se tomé la decision, ejecutar
esta prueba con el tratamiento 2, el cual obtuvo una mayor cantidad de aciertos en su
identificacion, demostrando un mayor grado de diferencia frente al control (Cuadro 12).

Cuadro 12. Resultados cata descriptiva. Tratamiento control y tratamiento con 10% adicién
de agua.

Control T2

Parametros visuales

Intensidad color 84+142a 76+150a
Parametros olfativos

Intensidad aroma nasal 57+1,15a 55+1,71a
Intensidad aroma en boca 9,1+137a 76+217a
Parametros gustativos

Compota, pera 'y manzana 9,1+29a 88+225a
Tropical (pifia, maracuyd, platano) 6,3+1,25a 57+249a
Fruta de hueso (Durazno, damasco) 6,5+117a 53+182a
Citrico 2,7+0,82a 25+126a
Floral 41+159a 3,7+149a
Lactico 09+1,10a 0,7+0,94a
Acidez 58+131a 6,2+1,22a
Untuosidad 10,3+2,45D 74+164a
Amargor 1,2+0,42 a 1,5+0,70 a
Persistencia 9,0+1,49b 75+135a

Todos los datos estan expresados como el promedio de la degustacion de 10 evaluadores + desviacién estandar
(n=10). Promedios + desviacién estandar. Letras iguales en sentido horizontal indican que no existen diferencias
significativas entre tratamientos (p>0.05)

Al realizar un analisis estadistico de los valores calificados por los evaluadores, no se han
observado diferencias significativas en los parametros visuales y olfativos. Sin embargo, al
comparar los pardmetros gustativos en el tratamiento control versus el tratamiento con un
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10% de adicion de agua, se observaron 2 variables estadisticamente diferentes en los
pardmetros, la persistencia y la untuosidad, donde el tratamiento control ha sido superior en
ambas. Estas diferencias obtenidas se complementan con los resultados obtenidos en los
andlisis anteriores, ya que, se observé en la concentracion de los polisacéridos, una
significativa mayor cantidad de estos compuestos para el tratamiento control frente a los
tratamientos con adicion de agua, dado esto, cabe destacar que estos compuestos son
asociados a una mayor untuosidad y persistencia del vino (Gawel et al., 2016).

Los resultados obtenidos en este test descriptivo podrian explicar algunos resultados
obtenidos en el test triangular, donde se muestra una mayor preferencia de parte de los
consumidores por el tratamiento control frente a los tratamientos con adiciones de agua,
evidenciando una posible mayor preferencia por la untuosidad y persistencia presente en el
tratamiento control. Esto concuerda con lo descrito por Jones et al. (2008) quienes
mencionan, que la untuosidad en el vino blanco puede ser potenciada por glicerol y
polisacaridos, suprimiendo sensaciones desagradables en boca como el amargor, explicando
asi la preferencia por el vino con mayor untuosidad.

Finalmente, sefalar que los resultados de este trabajo han sido realizados en conjunto con
una investigacion de reduccion alcohdlica con levaduras no Saccharomyces y publicados
(Anexo 3), siendo la referencia: Ruiz-de-Villa, C., L. Urrutia, C. Jara, M. Gil i Cortiella, J.
M. Canals, A. Mas, C. Reguant and N. Rozes. 2023. Physicochemical and Organoleptic
Differences in Chardonnay Chilean Wines after Ethanol Reduction Practises: Pre-
Fermentative Water Addition or Metschnikowia pulcherrima. Fermentation. 9: 808.
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CONCLUSIONES

De acuerdo con las condiciones empleadas en este estudio es posible concluir que:

Se cumple parcialmente la hip6tesis planteada, ya que, algunos de los parametros fisicos y
quimicos estudiados en los vinos se modificaron con la aplicacion de agua en diferentes
proporciones. Del mismo modo no se incrementa la preferencia de los vinos en la medida
que se incrementa la adicion de agua al mosto antes de la fermentacion alcoholica.

La adicion de agua al mosto de forma pre-fermentativa genera una disminucién del grado
alcohdlico en un valor relacionado al porcentaje de adicién empleado.

Quimicamente se generaron menores cambios entre el tratamiento con un 5% de adicion de
agua y el control.

El tratamiento con un 10% de adicién de agua disminuy6 una mayor cantidad de etanol en el
vino resultante, no obstante, sus compuestos quimicos y fisicos presentaron mayores
variaciones en comparacion al control

Consumidores sin experiencia en vinos no fueron capaces de distinguir diferencias
significativas entre los tratamientos de adicion de agua y el control, lo cual, evidencia bajos
cambios en los pardmetros sensoriales para un publico sin conocimiento en vinos.

La adicion de agua afect6 directamente los parametros fisicos, dando como resultados vinos
de un color menos intenso.

La adicion de agua proporcionaria vinos de una complejidad levemente menor frente a
paladares mas sensibles.
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ANEXOS

Anexo 1 — Pauta de analisis sensorial para vinos con dilucion por método de test
triangular

Test Triangular

N2 de catador:

Dispone de tres vinos, dos iguales y uno diferente.
Escriba el nimero del vino diferente y seleccione cual prefiere

Catal Puesto N2

Preferencia { n? copa/copas gue prefiere)

Copa diferente Preferencia

Cata 2 Puesto N2

Preferencia { n? copa/copas que prefiere)

Copa diferente | | | | | ‘ Preferencia
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Anexo 2 - Pauta de analisis sensorial para vinos con dilucién por método del perfil

Nombre:
Muestra N°

descriptivo

Por favor indique con una linea vertical sobre la horizontal, el punto que mejor describa el
atributo de la muestra, basandose en el siguiente diagrama:

0
Ausencia

FASE VISUAL

INTENSIDAD DEL COLOR

15
Maximo

0
Ausencia

MATIZ DEL COLOR

15
Méximo

FASE OLFATIVA

INTENSIDAD AROMATICA

15
Rojo Violaceo

0
Ausencia

AROMA A FRUTOS

15
Maximo

0
Ausencia

AROMA A ALCOHOL

15

0
Ausencia

15
Maximo



FASE GUSTATIVA

36

ACIDEZ

0
Ausencia

ASTRINGENCIA

15
Maximo

0
Ausencia

AMARGOR

15
Maximo

0
Ausencia

CUERPO

15
Méximo

0
Ausencia

15
Maximo

0
Ausencia

Ausencia

15

Méximo
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Abstrack Climate change is posing a major challenge to the wine industry, with rising aleohol levels
emerging as an issoe of concern affecting quality, economics and health. This study explomes two
methods to reduce aleohol content in Chardonnay wines from Chile. Firstly, 5% and 10% of water
was added to grape must. Secondly, the sequential ineculation of Metschnkowin pid drerrima with
Saccharonmyces cerevisiae was examined. The main objectives wene to assess the efficacy of these
mreatments in reducing alcohol levels and their impact on organcleptic properties. Our findings
revealed that the presence of M. pulcherrima in wirery conditions was less effective in reducing
ethanol. Mevertheless, wines resulting from this treatment exhibited an interesting compesition
with distinet sensory profiles. Furthermone, the Sc-5% W condition displayed promising results
by reducing «thancl content by 047 % (o/v), with less significant changes in the sensery profile.
Although the Se-100 W wines showed a more substantial ethanol reduction of 1.73% (v/ 7), they
axhibited a decreasing trend involatile compounds and polysaccharides, ultimately being perceived
a5 less complex in sensory analysis and not being preferned by consumers. This research contributes
to understanding how these approaches affect the alcohol content and sensory attributes of white
wines and is fundamental to the sustainability of the sector and the ability of the sector to recover
from climate challenges

Keywords: wateting; low-alcohol wines; non-Seccharomyces

L Introduction

In the last decades, climate change has had a significant and profound impact on the
agricultural industry. Themefore, viticulture and winemaking are being affected by this
issue in wine regions around the world [1-3]. While climate change is causing challenges
and negative effects in traditional winemaking regions, it has also resulted in the emergence
of new wine-producing areas due to the displacement of climate patterns [4,5]. Chilean
wine regions are also grappling with global warming. Coquimbao, Aconcagua and Central
Valley Regions have undergone a change from warm to hot dlimates [5]. It is worth noting
that the Maule region, which provided the grape must for the study, is part of the Central

Femeniation 2023, 9, 808, hitps // dof.org, 10,3350,/ fermentation 090808

httpe/ fwww.mdpicom/ journal / fermentation



Fermentation 2023, 9, 508

39

Tofls

Valley region. Worldwide global warming produces an increase in temperatunes and a
reduction in wafer availability due to draught. In a vineyard, this leads to increased sugar
concentrations in grape berries, a reduction in the total acidity levels in grapes and a lag
between phenolic and technological maturity [1]. As a result, the wines produced present
an organoleptic imbalance with higher alcohol contents and an increased risk of stuck
fermentations [1,2].

Furthermore, it is important to note that the increase in alcohol content is related to
higher taxes, as a result of policy interventions implemented in numerous countries [6].
Another factor contributing to the reduction in alcohel degree is the growing trend towards
adopting healthier lifestyles that involve consuming less alcohol [7].

A wide variety of practices have been proposed to address the issue of increased
alcohol content in wines. Many of these approaches focus on viticulture practices, such as
modifying irrigation techniques or adjusting pruning management [1]. However, there is
also growing research into microbiological modulation to reduce alcohol levels in wines.
While carbon metabolic pathways in yeast species are generally conserved, variations exist
in terms of ethanol yields [8,9]. Studies have demonstrated that certain non-Saccharemyoes
yeasts can effectively reduce aleohol content through co-fermentation with Saccharomyces
cerevisine under aeration conditions [5,10]. Among these yeasts, Metschnikowia pulcherrima
has been meported as one of the most effective species reducing ethanol levels through its
mespiratory catabolism of sugars [%-11]. Physical practices have been also proposed as
oemotic distillation, reverse osmosis or vacuum distillation [12,13]. Another cenclogical
practice studied to meduce alcoholic content is water addition or substitution in grape
must. A reduction between 0.6% 0/7 and 5.9% 7/ v has been reported in the literature,
and most of these studies were performed on red wines [14-17]. However, it is worth
noting that Gardner et al. [18] conducted a water addition study with the Viognier and
Marsanne grape cultivars. The addition of water is not authorized in all wine regions
due to varying legislation. For instance, in the state of California (not below 227 Brix) and
Australia (not below 247 Brix), the addition of water has been permitted to facilitate the
alccholic fermentation (AF) of must with high sugar content. However, in the European
Union, South Africa and other wine-growing regions, the addition of water is generally
prohibited unless necessary for additives [19]. In Chile, water addition is authorized in
musts with higher levels of soluble solids up to 23.57 Brix, but it is limited to a maximum
of 3.5% of the total water allowed for the addition of additives [20].

These findings highlight the potential for exploring alternative practices to mitigate
the increase in alcohol confent in wines. Furthermore, there is a lack of studies that focus on
these practices in white wines, making the research on the Chardonnay cultivar particularly
interesting due to its high grape berry maturity [21].

The objective of this study is to compare the effectiveness of reducing the alcohol
content of a wine by adding water (5 and 10%:) with using a microbiological treatment, M.
pulcherrima and 5. cerevisiae sequential fermentations, under pilot-plant-like conditions. We
performed an assessment of the physicochemical and sensory properties of the wines with
theend goal to defermine the most effective method of alcohol reduction and to understand
its impact on the final product.

2 Materials and Methods
21. Microorganisms and Alcoholic Fermen tation

Two yeast species weme evaluated: 5. ceretisine QA 23 (5c) for the control and water
addition conditions and M. pulcherrima Level 2 Flavia (Mp), both from Lallemand Inc.,
Montreal, BC, Canada. The yeasts were inoculated from dry active yeast and mehydrated
according to the manufacturer’s instructions. 5. ceretisiae strains were rehydrated at 37 *C
for 30 min, while M. pulcherrima strains were rehydrated at 30 °C for the same duration.
5. cevevisiae was inoculated at a concentration of 2 = 10° cell/ mL and M. pulcherrima at a
concentration of 107 cell/ mL.
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The fermentations were conducted using Chardonnay natural grape must supplied
by Vifia Correa Albano from the Maule region, Chile. Pilot-plant-scale fermentations wene
performed in 20 L food-grade plastic tanks, maintaining a temperature of 16 “C without
agitation. Two different watering conditions were tested by adding distilled water to the
grape must 5% and 107 (which will be referred to in this text as Sc-5% W and Sc-10% W,
respectively). In addition to the watering conditions, a sequential fermentation was carried
out. M. pulcherrima (Mp + Sc) was initially inoculated, and it remained in grape must for
3 days at 22 °C with a manual aeration three times a day. Then, 5. CereTigas was inoculated
and continued the AF at 16 "C without aeration. Therefore, four conditions were studied in
triplicate: Sc-Control (5. cerenisice under control conditions), Sc-5% W (5. ceremisiae under 5%
watering condition), Sc-10% W (5. cevevisiae under 10% watering condition) and Mp + 5c
(sequential fermentation with M. puldierrima followed by 5. cerevisiae). To ensure proper
nutrition for yeast growth, at 48 h after the inoculation, nutrients (Nutrienvit, Lallemand
Inc., Montreal, Canada) were added to the fermentations at a concentration of 150 mg,/ L
following suppliers’ indications.

Inocula and population dynamics were determined by plating a 1:10 serial dilution
in YPD agar (10 g/L of yeast extract, 20 g/L of peptone, 20 g/L of glucose, 17 g/ L of
agar, Panreac Chimica SLU, Castellar del Vallés, Spain). In addition, populations of
M. pulcherrima and non-Saccharomyces were controlled by Wallerstein selective medium
(BDDifco, Billerica, MA, USA).

The monitoring of AF was performed by measuring density each day with * Densito
30PX Portable Density Meter” (Mettler Toledo, Galdakao, Spain). Fermentation was con-
sidered finished when the density remained stable and the reducing sugars concentration
was less than 2 g /1. Reducing sugars were analysed following the official method of the
OV [22]. After AE, wines were sulphited (10 mg /L K25,0s) and stabilized at 4 °C. Then,
they wem bottled and stored before the sensory analysis.

22, Oenological Parameters

General cenological parameters analvsed after AF were the following: titratable
acidity {expressed as g of equivalent tartaric acid per litre), volatile acidity (expressed as
g of equivalent acetic acid per litre), ethanol contents (% #/7) and total polyphenol index
{laso). They were determined by the official method of the OIV [22].

2.3. Analysis of Volatile Compounds

The volatile compounds in the wine samples were analysed using the procedure
described in [23]. Briefly, before the analysis, the wine samples underwent a pre-treatment
process toex tract the volatile compounds using headspace solid-phase microextraction (HS-
SPME). A 2om 50/30 pm carboxen/ divinylbenzene,/ polydimethylsiloxane (CAR /DVE/
FDMS) SPME fibre (Supelco, Bellefonte, PA, USA) was employed. The sample volume
used was 7.5 mL, where 10 uL. of £methyl2pentanol (075 mg/L), used as an internal
standard, was added. Headspace sampling was conducted using an autosampler, with the
wvial incubated at 45 "C for 20 min and agitated at 500 rpm. Subsequently, injection was
performed using the spitless mode for 3 min, with a transfer line temperature of 280 *C.
Gas chromatography analysis was conducted using a 78908 Agilent GC system coupled
to a quadrupole mass spectrometer Agilent 5477 inert (Agilent Technologies, Palo Alto,
CA, UsA). A DB Wax capillary column (60 m = 0.25 mm < .25 um film thickness, [&W
Scientific, Folsom, CA, USA) was used, and the carrier gas was helium flowing at a rate of
1 mL/ min.

Compound identification was performed by using an M5 ChemStation (Agilent Tech-
nologies, Santa Clara, CA, USA). Data were presented as melative area values To caloulate
the relative area, the peak area of the main ion of each compound was divided by the peak

area of the main ion of internal standard, normalizing it.
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24. Determination of Soluble Polysaccharides

The analysis of polysaccharides was conducted following the procedure outlined
in [24]. Initially, the polysaccharides were extracted from the wine matrix using a precipita-
tion method involving cold acidified ethanol Then, the determination of polysaccharides
was carried out using the HRESEC-RID technique.

2.5. Analysis of Low-Molecular-Mass Phenolic Compounds

Low-molecular-mass phenolic compounds were analysed following the procedune
described in [25]. Briefly, wine phenolic compounds wereextracted three times with 25 mL
of diethy] ether and three times with 25 mL of ethyl acetate. Then, the extracts were
evaporated under vacuum and dissolved in 2 mL of methanol/ water (1:1, /7). Samples
were analysed by using an HPLC-DAD (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).
Finally, identification and quantification wene conducted by comparison of their spectra
and metention times with external standards (Sigma Aldrich, Santiago de Chile, Chile).

6. Smsory Analysis

Three different sensory evaluations were conducted to assess the wines. Each glass
contained 50 mL of wine for all the analysis.

The first evaluation was a triangle sensory analysis, wheme a panel of 30 tasters,
consisting of trained experts, compared the treatments with the Sc-Control to determine
significant differences in a binomial test. To eliminate visual subjectivity, the wines were
served in dark glasses and labelled with random 3-digit codes.

The second evaluation involved a descriptive analysis, aiming to provide a detailed
sensory profile of the samples that showed significant differences in the triangular sensory
analysis. Transparent glasses wene used to evaluate the wines. A panel of 10 trained and
expert tasters performed this analysis. The tasters used a 15 cm unstructured scale to rank
the infensity of various attributes, including colour intensity, aroma intensity, mouthfeel
intensity, compote aroma, tropical aroma, stone fruit aroma, floral aroma, lactic aroma,
acidity, unctuosity, bitterness and persistence.

Lastly, a consumer preference evaluation was conducted, involving 75 consumers. The
purpose was to compare the Sc-10% W treatment wine with the Sc-Control wine. Samples
wemne presented following a Latin square design. The panel involved 27 females, 45 males
and 3 nonbinaries, with an average age of 24.6 years old. All the consumers weme students
and staff from the Faculty of Agronomy (University of Chile).

27. Statistionl Analysis

All conditions wene performed in triplicate biclogical samples. The statistical softwane
used was XLSTAT version 2022.5.1 (Addinsoft, Paris, France) The data were analysed
with two-way ANOVA with a post hoc Tukey test (honestly significant difference) with a
confidence interval of 95% and significant results with a p-value < 0,05, PLS-DA was used
to discriminate samples regarding volatile compounds.

Descriptive sensory analyses weme conducted using the software Panel Check (V1.4.2
2012), applying an ANOVA test with a significance level of 95% and utilizing the least
significant differences (L5SD) test for post hoo comparisons. Consumers’ paired preference
analyses were assessed using the binomial distribution and the probability was calculated
according to Golden et al. [26].

3. Results
1.1. Alcohaiic Fermentation Kinetics

There weme notable differendes in the fermentation times among different conditions
in terms of aleoholic fermentation (AF) kinetics, considering the time needed to consume
50%: of sugars (T50%) and the maximal consumption rate, as it is shown in Figure 1 and
Supplementary Data Table 51. Usually, non-Saccharom yces species tend to prolong the
AF process due to nutrient competition [27]. However, in the case of Mp + 5c wines, the
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AF duration was faster compared to the other conditions (Supplementary Data Table 51).
This behaviour can be attributed the presence of 5. cerevisiae and non-Saccharomyces yeasts
(Supplementary Data, Figune 51) in the grape must which started the fermentation. The
sugar consumption was higher than in the other conditions, which may be due to the
temperature change (22 °C) during the three-day contact period of M. puldherrima with
the grape must, as well as the manual aeration three times a day. These conditions wene
implemented to optimize the M. pulcherrima respiratory metabolism [28] and improve the
ethanol redudtion effectiveness.

Among the water addition conditions, it is noteworthy that 5c-10% W followed by
5c-5% W exhibited a faster AF compared to Sc-Control, despite the initial lower density
resulting from dilution effects.

1100+

1000+ - ‘Hi!"—i_-_l'_r .
T T
15 20

Tirme (days)
= Sc-Control —— Sg-5%W -+ Sc-108:W —— Mp+Sc

Figure 1. Alcoholic fermentation kinetics of the different experimental conditions. The Se-Control
Tepresents wines fermented solely with 5. cerevisine, while Se-5% W and Sc-10% W indicate wines with
a pre-fermentative water addition of 5% and 10%, respectively. The Mp + Sc wines depict sequential
fermentation with M. pulcherrima and 5. ceremisize. Means accompanied by standard deviations (50
based on three replicates (n= 3).

3.2, Chemical Generl Amalysis

In terms of reducing alcohol content (Table 1), the Mp + Sc condition showed a
tendency towards an ethanol reduction of approximately 0.30% (v/7), although these
differences were not statistically significant from Se-Control. Previous studies conducted
on natural white must reported alcohol reductions of up to 0.94% (v/7) [29], ranging from
6% to 1.2% (v/7) in Chardonnay must [%] or 0.84% to 1.25% (0/0) in the case of the Malvar
cultivar [30]. In Muscat wines, Zhu et al. [31] described a reduction up to 0.74% {7/ 7), using
the same strain combination as in the present study. It is important to note all these studies
involved the sterilization of grape must. However, in our study, we aimed to replicate
real semi-industrial vinification conditions, and therefore, we decided not to sterilize the
fermenting must. As a result, there was naturally ocourring spontanecus yeast present at
the beginning of alcoholic fermentation (Supplementary Data, Figume 51). Consequently,
the competition between M. pulcherrimg and the spontaneous yeast [32] could explain the
relatively low ethanol reduction observed. Additionally, the differences observed between
strains in the literature [9,31] suggested that the compatibility between M. pulcherrima and
5. cerenisiag strains may influence the effectiveness of alcohol reduction.
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Table 1. Main cenclogical patameters of final wines. The Sc-Control represents wines fermented
solely with 5. cerevisiine, while Sc-5% W and 5c-10% W indicate wines with a pre-fermentative water
addition of 5% and 10%, respectively. The Mp + Sc wines depict sequential fermentation with M
pulcherrima and 5. cerevisiae.

Sc-Control Sc-5% W Sc-10% W Mp + 5c
Ethanol % (o'v) 1393 + 0.21¢ 13.53 + 115" 1220 + 0.10* 13.67 + 0.06 b
Titratable acidity (g/L de T,H) 512+ 034 491+ 0.32 519 4+ 0.34 5.16 £ 0.37
pH 321+ 0m 319 £ 0001 3.21 £ QD22 3.19 £ 0,01
Volatile acidiry (g/L) 0.69 + 0.03 068 + W03 62 £ 0.09 064 + 0003
Reducing sugars (gL} L&7 + L0p A 182 4+ 02690 197 = 12k L3007 =
Lzso 905 £ 036" 7.25 £ 093 77IE 031 ® 8.95 + 0545

Different lowercase ketters indicate the existence of significant differenos between the samples (p< 005} Data am
expressed as the mean of thres experimental eeplicates + standard deviation.

On the other hand, the water addition methods managed a better reduction in ethanol
content. Sc-5% W resulted in (.47% (0,/7) and Sc-10% W showed a reduction of 1.73% (v/7),
both significantly lower compared to Sc-Control (Table 1). Schelezki et al [16] reported
a reduction of 1% (7/7) with a similar water addition in Shiraz musts than in our study
(11.6% for early harvest and 10.2% (v/7) for late harvest). The addition of water has been
tested in other red wines with other percentages. For instance, an addition of 7.5% of
water decreased ethanol content by (.9% (0/7) in Shiraz wines [16], an addition of 14% /7
resulted in a reduction of 2.1%: (v/7) also in Shiraz wines [17], and an addition of §% of
water decreased the ethanol content by 1.1%: 0/0 in Tempranillo wines [14].

The results suggest that the effectiveness of ethanol reduction can depend on the
fermentation approaches and grapes cultivars [19]

Regarding general chemical parameters as titratable acidity, pH or volatile acidity,
there were no significant differences among treatments. Regarding titratable acidity, a de-
crease was anticipated due to the dilution effect caused by the addition of water. However,
it is worth noting that the concentration of titratable acidity could be lower in the Sc-Control
and Mp + 5c treatments due to tartrate precipitation. Tartaric acid exhibits higher insolu-
bility in ethanol, which means that as the ethanol content increases, the precipitation of
tartrates becomes mome pronounced compared to treatments with water addition. This
way, the reduction in addity by tartaric predpitation in Se-Control and Mp + Sc could be
compensated by a dilution effect in treatments with water addition, explaining the lack of
statistical differences among treatments.

Mevertheless, lag suffered the dilution effect of grape must, being significantly higher
in 5c-Control and Mp + 5e than in water treatments (Table 1). This behaviour, as expected,
has been reported previously in water addition studies [15].

3.3. Volatile Compounds in Wines

The relative abundance of the identified 57 volatile compounds was analysed (Supple-
mentary Data Table 53). As itwas shown on Table 2, the volatile compounds detected were
grouped in following families: acetate esters (7), ethyl esters (19), other esters (2), short-
chain fatty acids (3CFA) (3) (acetic acid, isobutyric acid and isovaleric acid), medium-chain
fatty acids (MCFA) (3} (octanoic acid, decanoic acid and dodecanoic acid), fusel aleohols
(10), aldehydes (2), ketones (2) and terpenes (8).

The first two latent variables (LV) of PLS-DA (partial least squares-discriminant anal-
vsis) IM1 and LV2 explained 58 48% of the total variance of the Y-block (classes of treat-
ments) (Figure 2A). Thus, LV1 was effective in discriminating between wines treated with
Sc-control and water and those produced through sequential fermentation (Mp + 5c),
which were separated. Most of the volatile compounds wene positively correlated with
the Mp + 5c treatment (Figure 2B). On the other hand, LV2 helped in differentiating Sc-
control wines from 5c-10% W wines, while 5c-5% W wines oooupied a middle position
between them. In this case, some esters, terpenes and MCFA weme positively correlated
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with Sc-Control and Sc-5% W. On the contrary, compounds appear negatively correlated
with Sc-10% W.

Table 2. Volatile compounds expressed as relative abundance. The Se-Control represents wines fer-
mented solely with 5. cerevisiae, while Sc-5% W and Sc-10% W indicate wines with a pre-fermentative
waler addition of 5% and 10%, respectively. The Mp + Sc wines depict sequential fermentation with
M. puldherrima and 5. cereviziae.

Se-Control Sc-5% W Sc-10% W Mp + 5¢
T Acetate esters 2235 £071F  I7884032° 1739+ 104° 21324149t
T Ethyl esters G002+ 265° 4406+4% 4006 =283° 4005 +261°
T Other esters LZ+017¢  125£010%  LM4+012¢ 151 20060
T Total esters B132 +341¢ G308+ 4554 5841+306°  7Lés+o203b
T SCFA 021+ 002 0.21 + 0.04 016 + 001 0.29 + 0.06
T MCFA 1362 £099% 1389 +192% 1206+ 15% 055:045°
T Total acids 1440+ 109% 1456+ 194% 13402 152% 1056+ 0520
T Fusel alcohols 23B1£089° 2344+ 15° 2308+ L04° 33T +304F
T Aldehydes 01940018  QI9+002% 0284002 035 +0.08b
T Ketones 014 + 0.03 0.09 + 0.03 0.10 + 001 0.10 + 0.01
L Terpenes DE7 £ 007" 050L005% Ded+005° 77 + 007 ®

Ditberent lowercass letters ndicate the existence of significant differenos between the sxmples (P < 005} Data 2o
expressed as the mean of three experimental mplicstes + standard deviation.
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Figure 1. First two latent variables for the PLS-DA maodel (58.458% of the variance) of the volatile
compounds. (A) Scores and (B) loadings on the PLS-DA model. The Sc-Control represents wines fer-
mented solely with 5. cerevisige, while Sc-57% W and Sc-10% W indicate wines with a pre-fermentative
waler addition of 5% and 10%, respectively. The Mp + 5c wines depict sequential fermentation with
M. pulcherrima and 5. cerevisine. Means accompanied by standard deviations (50) based on three
Teplicates (n= 3).

Regarding the melative abundance of volatile families, there were some interesting
differences observed (Table 2). The presence of M. puldierrima during AF appeared to
increase the overall levels of fusel alcohols, which contributes to a floral aroma. This
increase in higher alcohols has been previously eported in white wines fermented with M.
pulcherrima in sequential culture with 8. ceremisiee [9,29,30,33]. Specifically, the presence of 2-
phenyletanol in sequential fermentation with non-Saccharomyces yeasts has been attributed
to M. pulcherrima [34]. Hranilovic et al. [9] proposed that this effect could be linked
to a response from sequential inoculation. Wines fermented with a combination of M.
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pulcherrima and 5. cerevisiae (Mp + 5¢) also exhibited an increase in total aldehydes, which
contributes to a fruity aroma. Furthermore, certain terpenes showed increased levels in
Mp + Scwines. This could be associated with the higher activity of p-glucosidase, activity
described in M. pulcherrima [35]. In contrast, the abundance of ethy] esters was reduced in
Mp + Sc wines, which agrees with Tronchoni et al. [36]), who described a higher presence of
ethyl esters in wines fermented with 5. cerenisiae monocultures compared with wines in
sequential fermentations with M. pulcherrima. However, other studies have reported no
wvariation or an increase in ethyl esters with the presence of M. puldherrima [9,29]. These
findings suggest that the production of ethyl esters associated with M. pulcherrima may
be influenced by the winemaking conditions. Furthermore, the abundance of MCEA
was significantly reduced in Mp + 5c wines in accordance with several reports [4,29,36].
Specifically, Balmaseda et al. [37] observed a higher reduction in the white grape variety
Macabeo compared to Cabernet sauvignon, due to the differences in the vinification process.
This decrease is noteworthy because these compounds are known to be toxic to Omococars
oeni and consequently reduce malolactic activity [38,39]

In the context of pre-fermentative water treatments, it has been observed that the
meduction in volatile compounds varies among different families. Notably, total esters
show a significant decrease when subjected to water treatments. This dilution effect in
water addition was previously described by other researchers [16,18]. However, other
volatile families such as acids, fusel alcohols or aldehydes had no change in relation to
the Sc-control. Momover, it is worth highlighting that, apart from total erpenes, there
are no significant differences observed between the two dilution percentages, Sc-5% W
and 5c-10% W. This suggests that the effect of dilution with water prior to the AF on wine
volatile compounds is not strongly influenced by the dilution percentage within this range.

3.4. Soluble Polysaccharides in Wines

The method employed in this study enabled the identification of four distinct fractions
containing polysaccharides from grapes and microorganisms (yeasts and backeria) [24].
Figure 3 illustrates these different fractions detected, each cormesponding to a spedfic
molecular weight range: the high-molecularweight fraction (HMWT) with a number
average molecular weight Mn of 158.7 = 2.4 KDa, the medium-molecular-weight fraction
(MMWT) with an Mn = 34.3 + 0.6 KDa, the low-molecular-weight fraction (LMW) with an
Mn = 16.3 £+ (L6 KDa and the oligosaccharide fraction (OLIGE) with an Mn =59 + 0.2 KDa.

Hiwt P MM LMW : OLIGE
10,000 =
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Se-Control Se-5%W — Sc-10%W Mp+Sc

Figure 3. Molecular weight distribution of scluble polysaccharides fractions, by HESEC-RID. The
Sc-Control represents wines kermented solely with 5 ceremsie, while Se-5% W and Se-10% W indicate
wines with a pre-fermentative walker addition of 5% and 105, nespectively. The Mp + S¢ wines depict
sequential fermentation with M. prulcherrima and 5 cerevisiae.

In terms of total concentration, significant differences were observed among the
Chardonnay wines examined in this study. Sequential fermentation with M. pulcherrima
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resulted in notably higher concentrations of total polysaccharides. While slight differences
were observed for MMWTY and OLIGE, a higher increment was found in the HMWI fraction,
which exhibited a 20.45% increase in Mp + 5c wines compared to the Sc-Control wine
(Table 3). Previous studies have reported that non-Saccharomyces yeasts release moe
polyvsaccharides during AE, which are essentially mannoproteins [40-42]. Gonzalez-Royvo
et al. [43] concluded that the presence of M. pulcherrima in white wine fermentation leads
to an overall increase in total polysaccharides, with the most substantial increase observed

in the HMWT fraction (Figure 3).

Table 3. Polysaccharide fractions (mg,/L). The Se-Control represents wines fermented solely with
5 ceremisine, while 5e-5% W and Se- 107 W indicate wines with a pre-fermentative water addition of
5% and 10%, respectively. The Mp + Sc wines depict sequential fermentation with M. pulcherrima and
5. cerevisize.

Fraction (mg/L} Se-Control Se-5% W Sc-10% W Mp + 5S¢
HMW{ 4333 L3002 4405 £ 2.35° 4081 = 4054 52.19 + 067 ¥
MMW{ 37.00 + 17abe 3531+ .78k 33.08 +£3.07@ 4029 + 0.18+<
LMW ILED + 106" 2042+ 430 18,43 + 1902 A58 + 516"
OLIGE 41.25 £ 1L.03°¢ 310+ 0165 X776+ 155° 4323+ 301°

¥ Polysaccharides 153.20 = 574" 13389 + 5.62° 127.61 + 778 16728 + 6.0V P

Dhifferent lowercase ketters indicate the existence of significant difference between the samples (p < 005} Data am
exprssed as the mean of thee experimental eplicates + standand deviation.

When observing the effects of water addition treatments, it was found that polysaccha-
rides experienced a significant reduction. However, the fractions that exhibited the most
significant variations were MMWE, LMW{ and OLIGS (Table 3).

Momeover, notew orthy differences were observed between the different percentages of
water addition (Figure 3). In the case of MMWI, a non-significant reduction of 4.8% was
observed in 5¢-5% W wines, while a larger reduction of 10.8% was observed in S5c-10% W
wines. In the LMWT fraction, a 35.4% meduction was observed in 5¢-5% W, compared to
a higher reduction of 41.7% in Sc-10% W wines. Lastly, the OLIGf fraction experienced a
17.3% reduction in 5c-5% W, whereas a mome significant reduction of 32.7% was observed
with a 10% water addition (Table 3). Piccardo et al,, Schelezki et al. and Tengetal. [14,17,44]
also described a reduction in the content of polysaccharides in red wines with the addition

of water

3.5, Low-Molecular-Mass Phenolic Compounds in Wines

The present study investigated the impact of different treatments on the phenolic
composition of wines. Various phenolic compounds weme identified, including hy drosar-
benzoic acids (gallic acid and protocatechuic acid), hydroxycinnamic acids and derivatives
(trans-caftaric acid, trans-coutaric acid, cis-coutaric acid, caffeic acid and hexose ester of
trans p-coumaric acid), phenolic aleohols (tyrosol), flavanols (catechin, epicatechin and
procyanidins) and flavonols (astilbin, quercetin, derivatives and other flavanols).

The heatmap presented in Figure 4 illustrates the proportions of phenol compounds
between different treatments. In the case of Mp + 5c wines, there was a tendency towards
increased levels of flavanols, hydroxybenzoic acids and hydroxycinmamic acids. Conversely,
a decrease was observed in flavonols and phenolic aleohols, although these differences
did not reach statistical significance. However two notable significant variations wene
observed. The content of epicatechin increased from 8.30 mg/L in the Se-Control wine to
947 mg/L in the presence of M. pulcherrimia. On the other hand, quercetin levels decreased
from .92 mg/ L in the Sc-Control wine to 0.61 mg/ L in Mp + 5c wines (Supplementary
Table 52).
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Figure 4. Heat map of low-molecular-mass phenclic compounds families detected in wines. The
Se-Centrol represents wines kermented solely with 5 cerevigine, while Se-5% W and 5e-10% W indicate
wines with a pre-fermentative walker addition of 5% and 107, nespectively. The Mp + Sc wines depict
seqquential fermentation with M. pulcherrima and 5 cerevisiae.

There have been melatively few studies analysing the modification of low-molecular-
mass phenolic compounds in white wines with the presence of M. pulcherrima. How-
ever, it has been described that M. pulcherrimg can increase polyphenolic content in red
wines [3745]. In addition, Sorrentino etal [46] reported an increase in certain phenolic
compounds such as epicatechin, catechin and gallic acid, with the use of another species of
Metschnikowia genera: M. fruticola. This increase has been attributed to higher poly galac-
turonase activity [47] as suggested by some authors, although no statistical differences
were observed for wine soluble polysaccharides, which should be also related toencymatic
activity through maturity and AE

Regarding the Sc-5% W water treatment, there was a general decreasing trend ob-
served in all low-molecular-mass compounds, although no significant diffe rences were
found among the phenolic compound families (Figure 4). Nevertheless, specific phenols
such as epicatechin, quercetin and certain procyanidins showed reductions (Supplementary
Table 52). On the contrary, Sc-10% W wines exhibited lower values across all families of com-
pounds (Figure 4), indicating a dilution effect like what has been observed in some volatile
compounds and polysaccharides. These results would agree with the reported effects of
water additions to the fermenting must, although it was observed in red wines [14,1517].

3.6, Semsory Analysis

A triangular sensory analysis was conducted to assess the differences between the
control and the treatments. The results showed that out of 30 tasters, 21 were able to
differentiate the Mp + Sc wine from the Sc-Control, 14 were able to differentiate the Sc-10%
W wine, and 12 were able to differentiate the 5c-5% W wine from the Sc-Control. Based
on these results, only the Mp + 5c wine and 5c-10% W wine were found to be significantly
different from the Sc-Control wine, with a significance level of p < (1. Following the
triangular analysis, a descriptive analysis was performed by a professional tasting panel
to further evaluate the sensory differences between the significantly different wines. The
treatments compared in this analysis were the S5c-Control, 5c-10% W and Mp + 5S¢, as
depicted in Figune 4.
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Figure 5A,B indicate that there were only significant differences between colour in-
tensity, addity and unctuosity. The Se-10% W wines had significantly less unctuosity and
colour intensity, suggesting that the addition of water clearly influences the decrease in
unctuosity. On the contrary, the acidity perception was not the higher, as could be expected.
Mp + S5cwines were rated as the most acidic in comparison to the Se-Control; even the
analytical value of total acidity was not different Regarding aromas, although no signifi-
cant differences weme found between the conditions, there was a decreasing trend in aroma
intensity for 5c-10% W wines, which aligns with the reduction in volatile compounds
mentioned above. Other researchers studying red wines with added water also reported
a decrease in flavour intensity, colour and structural characteristics, which became mone
pronounced with higher water addition percentages; however, the tannin levels remained
stable [15,16]. Substitution methods had fewer effects on the sensory profiles. Piccardo
et al. [14] described wines with the addition or substitution of water as having mome vegetal
and acidic characteristics. In red wines, sensory changes may be more pronounced due to
the higher complexity compared to white wines.
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Figure 5. (A) Spider plot of organoleplic parameters analysed in descriptive analysie. Asterisks
(*) indicate significant differences betw een conditions: * p < 0.05. (B) Letters indicating significant
diffe rences (p < 0.05) between conditions. (C) Percentage of preference in the analysis of consumer
preference. The Sc-Control represents wines fermented solely with 5. ceremisiae, while Sc-100% W
indicates wines with a pre-fermentative water addition of 10%. The Mp + Sc wines depict sequential
fermentation with M. pulcherrima and 5. cerenisiae.

In wines fermented with the presence of M. pulcherrima, the tropical and fruity notes
were not significantly perceived, which is consistent with the lower ester concentrations
compared to the Sc-Control wines. However, the floral notes were still present, possibly
due to a high concentration of some fusel alcohols. In addition, it has been described in
other sensory analysis that wines fermented in the presence of M. pulcherrima had oxidation
and spirit-like aromas [36], which could be attributed to the high levels of isoamyl alcohol.

Finally, to validate the impact of water addition on the wine profile, we conducted
a preference test, comparing Sc-Control with Sc-10% W, The results clearly demonstrated
a strong preference for the Sc-Control sample without water addition, with a p-value of
5.6 % 1077 (Figure 5C). This preference could be attributed to the higher levels of unctucsity
observed in the Sc-Control sample. Interestingly, while a previous study by Niimi et al. [458]
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indicated that an increase in body did not influence preference in red wine, our findings
suggest that consumers assodake unctuosity with quality specifically in white wine.

4. Conclusions

This study aimed to investigate different methods for reducing alcohol content in
wines, induding the use of Metschnikowia pulcherrima in sequential fermentation with
Saccharomyces cerevisiae and the addition of water (5% and 10%:) to the fermentative must.
The experiments focused on Chardonnay wines, as there is a lack of research on these
technologies in white wines. In order to simulate real conditions, the fermentative must
was not sterilized, in order to study the reduction in ethanol and sensory moedifications of
treatments under competitive pressume of endogenous microorganisms.

Chr findings indicated that the presence of M. pulcherrima in alcoholic fermentation
was less effective in reducing ethanol, likely due to the presence of other yeast species in
the must. However, the esulting wines had different compositions, with higher levels
of HMWT polysaccharides and a tendency towards increased concentrations of certain
phenolic compounds, particularly epicatechin. In terms of volatile compounds, there
was an increase in fusel alcohols, which could be linked to the heightened floral notes of
the wines in sensory analysis. Regarding pre-fermentative water addition, the Se-5% W
condition, which reduced ethanol by 0.47 £ 0L06% (77/7), showed promising results in terms
of analytical parameters, with no significant differences ohserved in low-molecular-weight
phenolic compounds. This condition also exhibited a slighter reduction trend in volatile
compounds and polysaccharides compared to the Sc-10% W wines, which had an ethanol
reduction of 1.73 + 0.10% (U/0). Wines with a pre-fermentative water addition of 10% wemne
described as less complex in sensory analysis, showing a decreasing trend in all analysed
organoleptic parameters.

These results demonstrate that adding high percentages of water leads to a general
decrease in the concentration of most wine components, although it can also increase wine
production, which may pose a challenge. However, the addition of lower percentages of
waler, such as 5% or even less, can effectively neduce ethanol content without significantly
altering the organoleptic profile of the wines. Further research could explore the combi-
nation of low water addition percentages with the use of non-Saccharom yces yeast, such
as M. puldherrima, to achieve both ethanol reduction and improvements in organoleptic
characteristics. This line of research is important considering the rapid progress of climate
change and the limited approval rates for these methods in most wine-producing countries.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded ab: hitps:
£ Awwwmdpi.eom/ article / 10,3390/ fermentation9090808, <1, Figure 51: {A) Se-Control, Se-57% W and
Se-10% W yeast populations during AF (B) Mp + 5¢ yeast populations during AF The Se-Control
Tepresents wines fermented sclely with 5 ceremisine, while Se-5% W oand Se-10% W indicate wines
with a pre-fermentative water addition of 5% and 10%, mespectively. The Mp + Sc wines depict
sequential fermentation with M. puldherrima and 5. cerevisige. Means accompanied by standard
deviations (S1) based on three replicates (n = 3); Table 51: Maximal Consumption Rate (g/L/day])
and days to consume 50% of sugars (T50%). The Se-Control represents wines fermented solely with
5. cerevisiag, while Se-5%W and Sc-10%W indicate wines with a pre-fermentative waker addition of
53u and 10%, respectively. The Mp+5c wines depict sequential fermentation with M. puldierrina and
5. cerevisine. Table 52: Low-molecular-mass phenolic compounds in wines (mg/L). The Se-Control
Tepresents wines fermented solely with 5. corevisiae, while Se-5% W and Se-10% W indicate wines with
a pre-fermentative water addition of 5% and 10%, respectively. The Mp + Sc wines depict sequential
fermentation with M. puldierrima and 5. cerevisiae. Table 53: Volatile compounds detected in wines
{relative area). The Sc-Control represents wines krmented solely with 5. ceremsing, while Sc-5%W and
Sc-10%W indicate wines with a pre-fermentative water addition of 5% and 10%, respectively. The Mp
+ Se wines depict sequential fermentation with M. puldhernma and 5 cerevisiae.
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