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RESUMEN

El propdsito de este estudio fue investigar el efecto del anhidrido sulfuroso molecular a
diferentes pH y la accién conjunta de ambos factores sobre el crecimiento de Brettanomyces
bruxellensis en el vino.

El ensayo se realizd en un vino tinto de la variedad Cabernet sauvignon previamente
esterilizado por filtracién. Se trabajé con tres niveles de pH (3,4; 3,7 y 3,9), y cuatro
concentraciones de anhidrido sulfuroso molecular (0; 0,6; 0,75 y 0,9 (mgL'l)). El ensayo se
establecié de acuerdo a un disefio completamente al azar con estructura factorial y cuatro
repeticiones para cada uno de los doce tratamientos.

El efecto de los factores se evaluo6 sobre la cepa Brettanomyces bruxellensis inoculada en cada
tratamiento en una poblacion inicial 1000 (UFCmL™) tomada a partir de un cultivo en activo
crecimiento preparado con anterioridad. La evolucion de las poblaciones se determind
mediante recuentos periddicos en placas por un periodo de tres meses.

Los resultados obtenidos nos permiten afirmar que los tres niveles de pH estudiados tienen un
efecto represivo sobre el desarrollo de Brettanomyces bruxellensis e impiden que esta cepa se
desarrolle en el tiempo y, mas bien, la destruyen. Especificamente es el nivel mas bajo el que
presenta el mayor efecto represivo. Con respecto al anhidrido sulfuroso molecular puede
afirmarse lo mismo, es decir, todas las concentraciones en estudio, especialmente 0,9 (mgL™),
reprimen el desarrollo de la levadura hasta que la hacen desaparecer.

Puede también sefalarse que en esta investigacion no pudo determinarse una interaccion entre
los factores estudiados. La accion de ellos sobre Brettanomyces bruxellensis se ejerce de
manera individual en todas las fechas de muestreo.

Palabras claves:

—  Dekkera spp.

— Didxido de azufre

— Concentracion de 16n hidrogeno
—  4-etilfenol

—  4-etilguayacol



EFFECT OF pH AND SULPHURE ANHYDRIDE CONCENTRATION ON THE
DEVELOPMENT OF THE YEAST BRETTANOMYCES SPP. IN RED WINE

ABSTRACT

The purpose of this study was to investigate the effect of free molecular anhydride sulphur
to different pH and the joint operation from both factors on the growth of Brettanomyces
bruxellensis in a wine.

The test was made with a red wine of the variety Cabernet Sauvignon, sterilized by means
of filtration by membrane. The work was with three concentrations of pH (3,4; 3,7 and 3,9),
and four free molecular anhydride sulphur levels (0; 0,6; 0,75 and 0,9 (mgL™)). The test
was established according to a design at random with factorial structure and four repetitions
for each one of the twelve treatments.

The effect of the factors was evaluated on the strain Brettanomyces bruxellensis inoculated
in each treatment with an initial population of 1000 (UFCmL™) taken from a culture in
active growth previously prepared. The evolution of the populations was determined by
periodic counts in plates in a period of three months.

The obtained results allowed us to affirm that the three studied levels of pH have a
repressive effect on the development of Brettanomyces bruxellensis and prevent that this
strain is developed in time , rather, they destroy it. Specifically it is the lowest
concentration that displays the greater repressive effect. With respect to free molecular
anhydride sulphur, it can be affirm the same, that is to say, all the concentrations in the
study, specially 0,9 (mgL™), repress the development of the yeast until they make it
disappear.

It can also be determinated that these factors do not act in a joint way, but that they do it
individually in all the dates of sampling.

Key words

- Dekkera spp.

- Dioxide of sulfur

- Hydrogen ion concentration
- 4-ethylphenol

- 4-ethylguayacol



INTRODUCCION

Debido al alto contenido inicial de azucar, un bajo pH, condiciones anaerobicas de
fermentacion y concentraciones altas de alcohol hacia el final de la fermentacion, sélo unas
pocas levaduras y bacterias son capaces de sobrevivir a las fuertes presiones de seleccion en la
fermentacion de las uvas y el vino (Du Toit y Pretorius, 2000). Si no se controla la actividad
metabolica de estos microorganismos antes, durante y después de la fermentacion, se puede
alterar la composicion quimica del vino, y con ello, afectar adversamente las propiedades
sensoriales (apariencia, aroma y sabor) del producto final. Dos de los microorganismos que
pueden persistir a través de la elaboracion del vino son las bacterias acéticas y Brettanomyces
ssp. (Heresztyn, 1986).

La levadura Brettanomyces es sindnimo de enfermedad en el vino. Las secuelas que este
microorganismo puede dejar en los vinos en que se desarrolla causan grandes problemas a los
endlogos de todo el mundo, debido a que su desarrollo es impredecible y su control muy
complicado. Sin embargo, algunos expertos consideran que un “toque de brett” hace que
muchos vinos ganen complejidad y sean mejor valorados por algunos consumidores, aunque
esto va depender, segiin la comunidad mundial de endlogos, del tipo de cepas, del tiempo de
contacto de Brettanomyces ssp. con el vino y de las poblaciones totales alcanzadas (Alguacil,
2001).

Las levaduras Brettanomyces/Dekkera existen en dos formas: Brettanomyces ssp. la asexual
(forma no esporulada) y Dekkera ssp. la sexual (forma esporulada). Estas levaduras pertenecen
a los Ascomycetes, uno de los phylum en que se clasifican los hongos y tiene cuatro especies
que lo representan. De estas cuatro, fundamentalmente Brettanomyces/Dekkera bruxellensis es
la que mas frecuentemente se ha identificado en los vinos con “brett” y, por lo tanto, la que
interesa desde le punto de vista enoldgico (Alguacil, 2001).

Brettanomyces bruxellensis ha sido historicamente responsable de la pérdida de millones de
dolares anualmente en la industria del vino (Fugelsang, 1997). Es conocida por fermentar
pequenias concentraciones de azlicar y etanol (Kurtzman y Fell, 1998), produciendo un amplio
rango de metabolitos, incluyendo fenoles volatiles (Chatonnet y Boidron, 1988; Chatonnet et
al., 1992, 1995: Dubois y Dekimpe, 1982) y acidos grasos de cadena media (octanoico,
dodecanoico, isobutirico, isovalerico y 2-metilbutirico). (Fugelsang, 1997). Otros componentes
activos producidos por Brettanomyces ssp. incluye 2-feniletanol, alcohol isoamilico, cis-2-
nonenal trans-2-nonenal, betadamascenone y decanoato de etilo. Licker (1999, citado por
Fugelsang y Zoecklin 2003) sefiala que de todos estos, los principales compuestos asociados
con Brettanomyces ssp. son los fenoles volatiles 4-etilfenol y 4-etilguayacol (Chatonnet
et al., 1992, 1995), el acido isovalérico y ciertamente las hidropiridinas ( Heresztyn, 1986). En
estudios recientes Coulter et al., 2004 (citado por Du Toit et al., 2005) encontrd que 4-etilfenol
y 4-etilguayacol se asocian a los malos olores en los vinos tintos. El 4-etilfenol se asocia con
aromas medicinales, fendlicos y pungentes que han sido descritos con un umbral de percepcion
de 0,23 mgL. El 4-etilguayacol, por su parte, es responsable de otorgar aromas
descritos como tocino y humo, cuyo umbral de percepcion es de 0,047 mgL™ (Chatonnet et al.,
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1990). Individual o colectivamente estos compuestos podrian afectar las caracteristicas
sensoriales del vino. (Fugelsang y Zoecklein, 2003).

Todo esto ha obligado a muchos endlogos a revisar las practicas de elaboracion
meticulosamente para encontrar las mejores técnicas de control de esta alteracion
microbiologica. Mejores practicas incluyen medidas como el uso de uva sana, la aplicacion de
practicas de limpieza y sanitizacion de lagares, control y manejo de la temperatura, oxigeno y
exposicion a los nutrientes residuales (glucosa, fructosa y nitrégeno) en vinos terminados, un
mejor manejo de las barricas, uso de barricas nuevas por sobre las viejas, sanitizacion de
barricas, pH y dosis adecuadas de anhidrido sulfuroso, etc. (Du Toit et al., 2005)

Con respecto al anhidrido sulfuroso se ha demostrado que la incorporacion de €ste por parte de
Brettanomyces bruxellensis es rapida, ya que concentraciones de anhidrido sulfuroso molecular
de 0,25 (mgL™), consideradas bajas, bastan para hacer perder completamente a las células su
viabilidad y culturabilidad a los 330 minutos de exposicion (Du Toit et al., 2005). Por su parte,
la concentracion de ion hidrégeno determina si los microorganismos creceran en el vino, qué
especies lo haran y a qué velocidad, asi como la cantidad de metabolitos producidos por €stos
durante el ciclo de crecimiento (Zoecklin ef al., 2001). Es sabido que las levaduras prefieren
medios mas bien neutros o poco acidos y es por esto que el mantenimiento de un bajo pH en el
vino es de importancia critica para el endlogo, ya que, ademas, un mayor porcentaje del
anhidrido sulfuroso libre estara en la forma molecular en estas condiciones (Chatonnet, 2005).

Hipotesis
Diferentes concentraciones de anhidrido sulfuroso molecular a diferentes valores de pH afectan
el desarrollo de Brettanomyces bruxellensis en vinos tintos

Objetivo
Determinar el efecto del anhidrido sulfuroso molecular a diferentes pH y la accidon conjunta de

ambos factores sobre el crecimiento de Brettanomyces bruxellensis en un vino Cabernet
Sauvignon.
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MATERIALES Y METODO

Lugar de trabajo

Los analisis quimicos y microbiologicos se realizaron en los laboratorios de Enologia y
Microbiologia del Departamento de Agroindustria y Enologia de la Facultad de Ciencias
Agronomicas de la Universidad e Chile.

Materiales

e Vino Cabernet Sauvignon, 2005, valle de Colchagua, aportado por la vifia Bosques del
Maule.

e Levadura CECT 1015: Dekkera bruxellensis, van der Walt. Anam: Brettanomyces
bruxellensis. Coleccion Universidad de Valencia, Espaia.

e Medio de cultivo YEPD descrito por la A.T.C.C. formulado con:

Glucosa 2%
Peptona :2%
Extracto de levadura : 1%
Agar : 1,5%

Ademis el medio de cultivo llevé en su preparacion 1% de difenilo al 5% y 25 (mgL™) de
tetraciclina 0,5 (ppm) con el fin de reducir el riesgo de contaminacion de las placas con hongos
y bacterias respectivamente.

Otros materiales son:

Solucion de Metabisulfito de Potasio al 1%
Yodo 50 N

Almidén 1%

H,SO4 (1/3)

Bicarbonato de Sodio

NaOH 4N

HCI1 20% p/v

Placas Petri desechables
Pipetas graduadas

Pipetas Pasteur

Membranas filtrantes 0,65 (pum)



12

e Alcohol
e Esferas de vidrio

Método

Caracterizacion quimica del vino. El vino fue previamente analizado para contar con una
caracterizacion quimica de ¢l en cuanto a su:

— Acidez de titulacion : expresada en (gL "'de 4cido tartarico) y usando NaOH 1 N como
indicador

— Acidez volatil : expresada en (gL' de 4cido acético) y usando el Método de
Blarez

— Azucares reductores - expresada en (gL' de glucosa) y a través del Licor de Fehling
— Alcohol etilico : usando el método densimétrico

-pH : usando pH-metro marca HANNA 211

— Anhidrido Sulfuroso : expresado en (mgL™)y a través del método de Ripper

(Zoecklein et al., 2001)

Evaluacion de esterilidad. Antes de comenzar se evalud la total ausencia de levaduras
mediante la filtracion de 50 (mL) de vino a través de una membrana de 0,65 (um). Estas
membranas fueron cultivadas en placas que contenian medio YEPD y mantenidas por 10 dias
en una estufa a 28°C para facilitar el crecimiento microbiano. Pasado este tiempo y una vez
comprobada la ausencia de microorganismos se procedid a establecer los distintos tratamientos
del ensayo.

Correccion del vino. El vino fue corregido con el nivel de pH y anhidrido sulfuroso molecular
que cada tratamiento requeria. El pH se corrigié al alza con una soluciéon de NaOH 4N y a la
baja con una solucion de HC1 20% p/v. En cada caso se fueron agregando al vino gotas de las
soluciones hasta que el pH-metro mostrara el nivel de pH requerido.

La concentracion de anhidrido sulfuroso por su parte se corrigié utilizando una solucion de
Metabisulfito de Potasio al 1% p/v que fue agregada al vino en la cantidad que los céalculos
previos asi indicaban, permitiéndose una desviacion de = 0,1 (mgL"') de anhidrido sulfuroso
libre. El programa utilizado para calcular el anhidrido sulfuroso molecular a los pH que el
estudio requeria fue Sulphite Calculator 3.0. Copyright 2001-2002. Robert Tyrie.

En la tabla 1 se presentan los niveles de pH y concentraciones de anhidrido sulfuroso libre y
molecular de cada tratamiento.
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Tabla 1: Estructura de los tratamientos.

Tratamiento pH SO, molecular (mgL™) SO; libre
(mgL™)

T1 3.4 0 0
T2 3.4 0,6 24,5+0,1
T3 3.4 0,75 30,6 £0,1
T4 3.4 0,9 36,7+0,1
T5 3,7 0 0
T6 3,7 0,6 48,3 +0,1
T7 3,7 0,75 60,3+0,1
T8 3,7 0,9 72,4 +0,1
T9 3,9 0 0
T10 3,9 0,6 76,1 £0,1
T11 3,9 0,75 95,1+0,1
T12 3,9 0,9 1142 +0,1

Inoculacion de los tratamientos. Después que ambos factores fueron ajustados a la necesidad
de cada tratamiento se procedid a sembrar en cada unidad experimental una poblacion de
Brettanomyces bruxellensis de 1000 (UFCmL™") aproximadamente obtenidas de una solucién
en activo crecimiento preparada con anterioridad.

Analisis microbiolégico. La evolucion de la poblacion de levaduras se siguié semanalmente
mediante cultivos en placas en un medio YEPD modificado. La forma de sembrar varidé segin
el nimero de células contadas previamente en la cdmara Neubauer. De esta manera se sembrd
en forma diluida, directa y concentrada a medida que avanzaba el tiempo e iba disminuyendo el
numero de células determinadas en los recuentos.

La primera semana se hizo una siembra en placas el primer dia (dia de la inoculacién) y luego
dia por medio. Para la segunda, tercera y cuarta semana la siembra se realiz6 una vez cada
semana. Durante el segundo y tercer mes las siembras se realizaron de manera quincenal y el
cuarto mes, se sembroé solo una vez.

Ademas de esto, a la mitad y al término del proceso se midieron nuevamente el pH y el
anhidrido sulfuroso libre, siendo necesario seglin los resultados obtenidos, corregir nuevamente
para mantener los niveles que cada tratamiento requeria. Esto solo a la mitad del proceso.

Variables a medir
- Recuento de células vivas a través de Unidades Formadoras de Colonia (UFC)

- pH
- Anhidrido sulfuroso molecular
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Disefio experimental y Analisis Estadistico

En el analisis microbiologico se usé un disefio experimental completamente al azar con
estructura factorial 4x3 (cuatro concentraciones de anhidrido sulfuroso molecular y tres niveles
de pH), con doce tratamientos y cuatro repeticiones. Cada una de estas repeticiones tuvo a su
vez una muestra y una contra muestra. La unidad experimental fue una botella de 375 (mL).

En la tabla 2 se presentan los doce tratamientos y su respectiva combinacion de pH y anhidrido
sulfuroso molecular

Tabla 2: Esquema de tratamientos

pH Anhidrido sulfuroso molecular (mgL™)

0 0,6 0,75 0,9
3.4 T1 T2 T3 T4
3,7 T5 T6 T7 T8
3,9 T9 T10 T11 T12

Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente mediante un andlisis de varianza a un
nivel de significancia de 5% y para ver las diferencias entre las muestras se uso el Método de
Comparacion Multiple DUNCAN. Los datos registrados de los recuentos poblacionales se
tabularon y fueron segmentados de acuerdo al factor restrictivo para efectuar el Analisis de
Varianza. El software utilizado fue StatGraphics 5.1 para Windows.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados del analisis del vino.

En la tabla 3 se presentan las caracteristicas quimicas del vino

Tabla 3: Caracteristicas quimicas del vino utilizado en el estudio

Analisis Vino
Grado alcohdlico (% v/v) 13,9
pH 3,7
Aziicares reductores (gL' de glucosa) 3
Acidez total (g de 4cido tartarico L™) 4,7
Acidez volatil (g de acido acético L) 0,6
Anhidrido sulfuroso libre (mgL™") 0,6
Anhidrido sulfuroso total (mgL™) 2

Los bajos niveles de anhidrido sulfuroso libre y total se deben a que el vino, por no haber hecho
la fermentacion maloléctica, no habia sido corregido con el antiséptico. Los valores detectados
corresponden a lo residual de la fermentacion.

La concentracion de azucar residual es levemente superior a la de un vino considerado seco y
la acidez volatil es correcta para un vino tinto, aunque levemente elevada, ya que Ribereau-
Gayon (1961, citado por Zoecklin et al., 2001) considera que un vino seco y sano deberia
tener valores entre 0,2 y 0,4 (gL™") de 4cido acético.

Resultados del ensayo.

Los resultados del ensayo seran presentados de dos formas, una a través del  andlisis
estadistico de los datos y otra que incorpora el analisis descriptivo mediante curvas que
representan la evolucion poblacional. Para el andlisis estadistico y para graficar la evolucion
poblacional se tomaron en cuenta los resultados hasta el dia 27, ya que las siguientes fechas
(dia 41, 55y 73) no presentan crecimiento alguno y, por lo tanto, sus logaritmos no pueden
graficarse.



16

Analisis estadistico de los datos.

En la tabla 4 se muestran los resultados obtenidos del analisis estadistico al que fueron
sometidos los datos. Como se puede ver las diferencias en un nivel de pH entre las diferentes
concentraciones de anhidrido sulfuroso molecular se hacen significativas en las fechas 6 y 13
para el pH 3,4; en la fecha 4 para el pH 3,7 y en las fechas 4, 6 y 13 para el pH 3,9. Ademas, las
diferencias entre los niveles de pH dentro de una misma concentracion de anhidrido sulfuroso
molecular son significativas en las fechas 6 y 13 para el pH 3,4 y 3,7 con 0 (mgL") de
anhidrido sulfuroso molecular; en la fecha 4 para el pH 3,7 y 3,9 con 0,6 (mgL™") de anhidrido
sulfuroso molecular; en las fechas 6 y 13 para el pH 3,4 y 3,7 con 0,75(mgL™") de anhidrido
sulfuroso molecular y finalmente en la fecha 4 para el pH 3,7 y en las fechas 4 y 6 para el pH
3,9 con 0,9 (mgL™") de anhidrido sulfuroso molecular.

Con respecto al anhidrido sulfuroso molecular se puede afirmar que existen diferencias
significativas entre las concentraciones en los dias 2, 4, 6, 13 y 20 para el nivel de pH 3,4, en
los dias 2, 4, 6 y 13 para el pH 3,7 y solo en el dia 2 para el pH 3,9. Dentro de una
concentracion en diferentes niveles de pH las diferencias son significativas los dias 2, 4, 6, 13 y
20 para 0, 0,6 y 0,75(mgL™") de anhidrido sulfuroso molecular. La concentracion 0,9 (mgL™) de
anhidrido sulfuroso molecular no presenta diferencias significativas al ser comparada en cada
nivel de pH en todas las fechas.



17

Tabla 4. Promedios de los recuentos por tratamiento (celmL™)

Anhidrido sulfuroso molecular (mgL™")

pH Dias 0 0,6 0,75 0,9
0 7500 Aa 8500 Aa 8000 Aa 7000 Aa
2 7000 Ca 4500 Ba 5250 BCa 2000 Aa
4 3750 Ba 1750 Aa 1300 Aa 750 Aa
34 6 1100 Cab 700 BCa 475 ABab 175 Aa
13 62,5 Bab 67,5 Ba 62,5 Bab 17,5 Aa
20 2,875 Ba 3,125 Ba 4 Ba 0,5 Aa
27 0,5 Aa 0,125 Aa 0,25 Aa 0 Aa
0 8750 Aa 6500 Aa 7750 Aa 5250 Aa
2 7750 Ca 5250 ABa 5500 BCa 3000 Aa
4 3750 Ba 3750 Bab 3250 ABa 2250 Ab
3,7 6 425 Ba 525 Ba 150 Aa 175 Aa
13 30 ABa 50 Ba 7,5 Aa 7,5 Aa
20 10 Aa 17,5 Aa 5 Aa 7,5 Aa
27 5 Aa 7,5 Aa 2,5 Aa 2,5 Aa
0 8000 Aa 6750 Aa 7250 Aa 5750 Aa
2 5750 Ba 3500 Aa 4500 ABa 3500 Aa
4 3500 Aa 4500 Ab 3250 Aa 2750 Ab
39 6 1333,33 Ab 1325 Aa 950 Ab 1125 Ab
13 110 Ab 107,5 Aa 105 Ab 37,5 Aa
20 17,5 Aa 30 Aa 12,5 Aa 2,5 Aa
27 2,5 Aa 5 Aa 7,5 Aa 0 Aa

Promedios seguidos de letras iguales en filas y columnas, no difieren significativamente
(p<0,05).

Analisis descriptivo de las poblaciones.

Debido a que el andlisis estadistico de los datos no arrojo interacciones entre los factores, los
resultados obtenidos se presentan a través de un analisis descriptivo de los datos de manera
separada, es decir, considerando en un caso so6lo el efecto del pH y luego el efecto del
anhidrido sulfuroso molecular Esta forma de analizar los resultados pueden ser de interés en la
practica de las bodegas.



18

Efecto del pH sobre la evolucion poblacional de Brettanomyes spp. en el vino: Las figuras
que se presentan a continuacion muestran la evolucion de las poblacionales de Brettanomyces
bruxellensis, para cada nivel de pH en las distintas concentraciones de anhidrido sulfuroso
molecular.

S0, =0 (mgL™

log UFCmL™’
N

1 ,\

0 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Fechas
—pH 3,4 —pH 3,7 pH 3,9

0 2 4 6 8 1

Figura 1. Efecto del pH sobre el desarrollo de Brettanomyces bruxellensis a 0 (mgL™)
de anhidrido sulfuroso molecular.
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Figura 2. Efecto del pH sobre el desarrollo de Brettanomyces bruxellensis a 0,6 (mgL™)
de anhidrido sulfuroso molecular.
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Figura 3. Efecto del pH sobre el desarrollo de Brettanomyces bruxellensis a 0,75
(mgL™") de anhidrido sulfuroso molecular

En las figuras 1, 2 y 3 que presentan el efecto de los diferentes pH bajo concentraciones de 0
(mgL™), 0,6 (mgL™") y 0,75 (mgL™") de anhidrido sulfuroso molecular se puede apreciar el
efecto del factor pH sobre el desarrollo de la cepa en estudio. En las figuras sefialadas queda
claro que la acidez real, en sus tres niveles, afecta de manera adversa el crecimiento de
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Brettanomyces bruxellensis y no permite que esta levadura se desarrolle, por el contrario, a
medida que pasa el tiempo su efecto se va acentuando hasta llegar a destruirla.

Si bien queda claro el efecto represor de los tres niveles de pH a lo largo de todo el ensayo,
éste se acentia a medida que la concentracion de SO, molecular es mayor. Por otra parte no
queda claro hasta el dia 13, el mayor efecto de uno u otro, ya que hasta esa fecha las curvas se
entremezclan y no permiten determinar un orden de efectividad de los niveles en estudio. Sin
embargo, a partir de ese dia si se logra diferenciar el mayor efecto represor del pH 3,4 por sobre
el 3,7 y 3,9, ya que es en este punto donde estos dos ultimos valores de pH cambian la
tendencia con la que venian, produciéndose de aqui en adelante, un menor efecto en la
destruccion de los microorganismos y, por lo tanto, la sobrevivencia de ellos por mas tiempo.

En la figura 4 se observa que los tres niveles de pH son mas restrictivos en esta concentracion
de anhidrido sulfuroso molecular que en las anteriores, ya que durante todo el ensayo
mantienen mas baja la poblacion de levaduras viables. Esto es notorio desde la primera fecha de
muestreo, llegando al segundo dia, a niveles poblacionales que en las condiciones menos
restrictivas de anhidrido sulfuroso molecular, se presentaron solo a partir del cuarto dia.

Al igual que en las concentraciones menores de SO, molecular el efecto se torna diferente
respecto del pH a partir del dia 13 de la inoculacion. El efecto del pH 3,7 y 3,9 pareciera estar
invertido ya que mayores pH deberian favorecer o mas bien ser menos restrictivos para el
desarrollo de los microorganismos, lo que aqui no se observa.
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Figura 4. Efecto del pH sobre el desarrollo de Brettanomyces bruxellensis a 0,9 (mgL™)
de anhidrido sulfuroso molecular



21

Efecto del anhidrido sulfuroso molecular sobre la evolucién poblacional de Brettanomyes
spp. en el vino: En las siguientes figuras se presenta la evolucion de las poblaciones

considerando el efecto de las distintas concentraciones de anhidrido sulfuroso molecular para
cada uno de los valores de pH estudiados.
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Figura 5. Efecto del anhidrido sulfuroso molecular sobre el desarrollo de Brettanomyces
bruxellensis a pH 3,4.
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Figura 6. Efecto del anhidrido sulfuroso molecular sobre el desarrollo de Brettanomyces
bruxellensis a pH 3,7.
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pH 3,9
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Figura 7. Efecto del anhidrido sulfuroso molecular sobre el desarrollo de Brettanomyces
bruxellensis a pH 3.9.

Como se aprecia en las figuras 5, 6 y 7 el efecto de las diferentes concentraciones de anhidrido
sulfuroso molecular para cada uno de los valores de pH no es claro. S6lo la mayor
concentracion de anhidrido sulfuroso molecular, 0,9 (mgL™), muestra un claro efecto represivo
en el desarrollo de la levadura, ya que mantiene mas bajas las poblaciones durante todo el
periodo del ensayo. Esto a excepcion del pH 3,7, donde a partir del dia 13 de ensayo se produce
un cambio en la tendencia que venia observandose y pasa a ser la concentracién 0,75 (mgL™) la
que tiene un mayor efecto represivo.

Del anélisis global de los resultados se puede sefialar que es la combinacién de pH 34 y
anhidrido sulfuroso molecular 0,9 (mgL™") la que presenta el mayor efecto restrictivo para el
desarrollo de la levadura, ya que logra un efecto mas rapido en la destruccion de Brettanomyces
bruxellensis.

Es necesario tener en cuenta que estos valores son dificiles de encontrar en vinos tintos, ya que
acideces tan altas como la mencionada afectan la percepcion sensorial del vino por parte de los
consumidores y porque el anhidrido sulfuroso molecular, a los valores normales de pH del
vino, requiere de sulfurosos libres y totales demasiado elevados, que también afectan las
caracteristicas sensoriales del vino y su normal evolucion.
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CONCLUSIONES

Los factores en estudio no actian de manera conjunta, sino que mas bien lo hacen de
manera separada, sin presentar interaccion entre ellos.

Un pH mas acido en cualquier de las concentraciones de SO, molecular estudiadas es mas
restrictivo para el desarrollo de Brettanomyces bruxellensis.

La concentracion de anhidrido sulfuroso molecular igual a 0,9 (mgL™) es, por lo general,
mas restrictiva para el desarrollo de Brettanomyces bruxellensis en los niveles de pH
estudiados. Las otras tres concentraciones no presentan una tendencia en su
comportamiento, de manera tal que éste no puede establecerse.
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