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1. Introduccidén

on la manipulacion de los productos tras la cosecha, los te-

jidos pueden experimentar dafos, sufriendo roturas o ablan-

damientos, asi como, cambios en la textura generados por
la degradacion de la membrana citoplasmatica y los constituyentes
de la pared celular (7 y 2) obteniéndose de esta forma las condicio-
nes ideales para el desarrollo y proliferacién de microorganismos.

1.1 Aspectos generales de los microorganismos

La existencia de los microorganismos no se conocioé hasta la in-
vencion del microscopio, siendo el holandés Antony Van Leeuwen-
hoek quien realizé las primeras observaciones de los microorga-
nismos y los describié en detalle en 1684, a los cuales denomind
animaculos.

Desde la antigliedad, el hombre recurria a la fermentacion para fa-
bricar bebidas alcohélicas. Al preparar el pan, vino, cerveza o sake,
los egipcios, sumerios y todas las personas hasta mediados del

1 La numeracion que aparece a lo largo del texto entre paréntesis hace
referencia a la bibliografia del final del articulo [Nota del editor].

siglo XIX, empleaban sin saberlo, y de una manera empirica, una
familia de agentes bioldgicos muy originales: las levaduras, quienes
realizan la fermentacién alcohdlica, cuyo papel como agentes fer-
mentadores no fue reconocido hasta 1856 por Luis Pasteur, quien
demostro que las células viables de levaduras causan fermentacion
en condiciones anaerébicas; durante dicha fermentacion el azticar
presente en el mosto es convertido principalmente en etanol y an-
hidrido carbénico.

1.2 Transformaciones mas comunes provocadas por
microorganismos en vinos

Algunos factores inhiben o potencian la actividad microbiana: el
pH, la temperatura, la disponibilidad de oxigeno y la presencia de
sustancias activadoras e inhibidoras en el sustrato.

La ausencia de aire impide el crecimiento de organismos aerobios
como son los mohos, las levaduras formadoras de peliculas o bac-
terias como por ejemplo el género Acetobacter, sin embargo otros
como las bacterias lacticas crecen perfectamente en anaerobiosis.

Existen sustancias como son los taninos y alcoholes que inhiben
el crecimiento bacteriano, mientras que otras como son los azlca-
res y los restos de vitaminas lo favorecen (3).

Las alteraciones mas comunes provocadas por organismos ae-
robios son:

La acetificacién u oxidacion del alcohol del mosto o del vino a
acido acético. Es provocada por bacterias acéticas en presencia
de aire. Estas bacterias también pueden provocar la oxidacién de
la glucosa a &cido glucoénico, provocando sabor arratonado o agri-
dulce.

Las flores del vino, provocadas por levaduras formadoras de peli-
culas y que oxidan el alcohol y los acidos organicos.

Algunos mohos pertenecientes a los géneros Mucor, Penicillium,
Aspergillus y otros pueden crecer en paredes, corchos, toneles,
etc... confiriendo un sabor desagradable a los vinos.

Las alteraciones mas comunes provocadas por organismos anae-
robios son:

Elevada acidez volatil con escaso porcentaje de alcohol, sabores
anormales y turbidez en el vino debido a la actividad de levaduras
salvajes, generalmente apiculadas provenientes de las uvas.

Tourne, descomposicion del acido tartarico, la glucosa y la fructo-
sa con formacién de acido acético y gas carbénico, con turbiedad,
ennegrecimiento y gusto desagradable, provocado por especies
heterofermentativas del género Lactobacillus.

Estas bacterias también son responsables del amargor ocasiona-
do por la transformacién de fructosa en manitol.
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1.3 Métodos quimicos para la prevencion de la
proliferacion de microorganismos indeseables en
vinos

Existen muchas férmulas para prevenir la proliferacién de mi-
croorganismos, casi todos basados en controlar los parametros
tanto fisicos como quimicos que ya se han mencionado. En este
trabajo hablaremos sélo de las sustancias con las que se van a
realizar los ensayos.

1.3.1 El anhidrido sulfuroso

El anhidrido sulfuroso es uno de los conservantes con una mayor
tradicion en su utilizacién. También es el que tiene mas siglos de
prohibiciones y limitaciones a sus espaldas. El anhidrido sulfuroso,
obtenido quemando azufre, se utilizaba ya para la desinfeccion de
bodegas en la Roma clasica. En el siglo XV se prohibe su utilizacion
por sus efectos perjudiciales sobre los bebedores en Colonia limi-
tandose también su uso en otras ciudades alemanas en la misma
época. Su utilizacién en la conservacién de la sidra esta documen-
tada al menos desde 1664.

Es un aditivo autolimitante en su uso, en el sentido de que por
encima de una cierta dosis altera las caracteristicas gustativas del
producto. Es especialmente eficaz en medio acido, inhibiendo bac-
terias y mohos, y en menor grado, levaduras.

Ademas de su accion contra los microorganismos, los sulfitos ac-
tuan como antioxidantes. Con este fin se autoriza su uso en con-
servas vegetales y aceitunas de mesa, cefalépodos congelados y
crustaceos. En algunos paises se utiliza para conservar el aspecto
fresco de los vegetales que se consumen en ensalada.

En el vino, el anhidrido sulfuroso se haya presente en las siguien-
tes formas quimicas (4):

El anhidrido sulfuroso molecular (SO,): Esta forma quimica es la
principal responsable de la actividad antimicrobiana (5). Se consi-
dera generalmente que el anhidrido sulfuroso molecular es unas 20
veces mas efectivo que el bisulfito en la inhibicién de las levaduras
y unas 500 veces mas en la inhibicién de las bacterias (6). Esta
forma quimica también posee una cierta actividad antioxidante (7)
y es la responsable del desagradable olor picante que presenta el
anhidrido sulfuroso (8).

El bisulfito (HSO,): Al pH del vino, esta es la forma predominante
y es el principal responsable de la inactivacion de las polifenol oxi-
dasas (9 y 10). Por tanto la actividad antioxidasica del diéxido de
azufre depende de su presencia (77). Por el contrario sus efectos
antimicrobianos y antioxidantes son de poca importancia.

El sulfito (S0,2): Al pH del vino su presencia es minima y por
tanto su posible influencia también lo es.
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Combinado con el acetaldehido y con otros compuestos, lo que
origina la formacién del denominado anhidrido sulfuroso combina-
do (72y 13). EI SO, combinado carece de actividad antioxidante y
antioxidasica, y sus efectos antimicrobianos son muchisimo meno-
res (14, 15y 10).

La proporcién entre anhidrido sulfuroso molecular, el bisulfito y
el sulfito viene determinado por las constantes de disociacion (K,
=1,7x10% K,=5,0 x 10 y por el pH del vino. La actividad anti-
microbiana del diéxido de azufre, al depender de la proporcién de
SO, molecular, estara condicionada no tan solo por la dosis sino
también por el pH del vino.

Por regla general se suele considerar que para conseguir una
buena estabilidad microbiolégica se necesitan 0,5 mg/L de SO,
molecular para un vino tinto seco; 0,8 mg/L para un vino blanco
seco y 2 mg/L para un vino dulce (4). Considerando estos valores
de referencia, la tabla 1.3.1 muestra la concentracion de anhidrido
sulfuroso libre necesario para conseguir estos niveles de SO, mo-
lecular en funcion del pH del vino.

pH SO, molecular
0,5 mg/I 0,8 mg/I 2,0 mg/I

2,8 5 8 20
2,9 6 10 25
3,0 8 12 31
3,1 10 16 39
3,2 13 20 49
3,3 16 25 62
3,4 19 31 78
3,5 24 39 98
3,6 31 49 123
3,7 39 62 155
3,8 49 78 195
3,9 62 98 246
4,0 78 124 310
4,1 97 156 390

Tabla 1.3.1. SO2 libre necesario para obtener la concentracion indicada de SO2 mo-
lecular.

En el organismo humano el sulfito ingerido con los alimentos es
transformado en sulfato por una enzima presente sobre todo en el
rifidn, higado y corazoén, que es la responsable de la eliminacién del
sulfito producido en el propio organismo durante el metabolismo de
los aminoacidos que contienen azufre.

Los sulfitos no tienen efectos teratégenos ni cancerigenos, no re-
presentando ningun riesgo para la inmensa mayoria de la poblacion
a los niveles presentes en los alimentos.

La ingestion de alimentos que contienen sulfito ha provocado do-
lores de cabeza, tos y ataques de asma, pérdida de conciencia y
shock anafilactico (16) pudiendo afectar a cualquier sector de la
sociedad. Actua destruyendo la tiamina (vitamina B1), por lo que no
debe usarse en aquellos alimentos que la aporten en una propor-
cion significativa a la dieta.

Posee un efecto blanqueador y reductor, es corrosivo (para la
magquinaria), destruye los nutrientes ocasionando el ablandamiento
del tejido y la pérdida de sabor. Todo ello unido a los efectos de
salud desfavorables y al notable aumento en las preferencias de los
consumidores por alimentos frescos y naturales, son importantes
motivos para la busqueda de una alternativa practica y funcional al
sulfito (17 y 18).

1.3.2 El 4-Hexilresorcinol

El 4-Hexiresorcinol (HR) ha sido identificado como inhibidor del
pardeamiento (Figura 1). Se trata de una actividad descubierta de
forma relativamente reciente (78). Se ha utilizado en la industria far-
macéutica para la formulacién de productos médicos como anti-
helmintico, antiséptico de uso tépico limpiador para las heridas de
la piel y antiséptico para infecciones de garganta en formulaciones
de caramelos (79).

También se le denomina 4-hexil-1,3 benzediol. Se trata de un de-
rivado del acido dihidroxicinamico.

OH

HO

Fig. 1. Estructura del 4-Hexilresorcinol.

Dentro del programa conjunto FAO/OMS sobre normas alimen-
tarias, Comisién del Codex Alimentarius celebrada en Roma y La
Haya 1999, se propone que se asigne el numero 586 al HR.

En la directiva 2006/52/CE del parlamento europeo y del consejo
de 5 de julio de 2006 por la que se modifica la Directiva 95/2/CE
relativa a aditivos alimentarios distintos de los colorantes y edulco-
rantes y la Directiva 94/35/CE relativa a los edulcorantes utilizados
en los productos alimenticios, a raiz de una peticion de un estado

miembro y de conformidad con el dictamen del Comité cientifico
de la alimentacion humana de 5 de marzo de 2003, se autoriza a
escala comunitaria el uso de HR, que ya se ha autorizado a nivel
nacional en virtud de la Directiva 89/107/CEE.

En el Dictamen del Comité Econémico y Social Europeo sobre la
«Propuesta de Directiva del Parlamento Europeo y del Consejo por
la que se modifica la Directiva 95/2/CE relativa a aditivos alimenta-
rios distintos de los colorantes y edulcorantes y la Directiva 94/35/
CE relativa a los edulcorantes utilizados en los productos alimen-
ticios» COM(2004) 650 final — 2004/0237 (COD) (2005/C 255/11),
este aditivo se propone como alternativa a los sulfitos, no como
sustituto de ellos, para prevenir la aparicion de manchas en los
crustaceos. Al mismo tiempo expresa su preocupacion y propone
que se deberia examinar cudl de estos dos aditivos, el HR o los
sulfitos, o una mezcla de ambos, es mas seguro para los consu-
midores.

El HR se ha utilizado como ingrediente activo en varios medica-
mentos durante mas de cuarenta afios y no se ha confirmado evi-
dencia alguna de toxicidad sistematica. Es ligeramente soluble en
agua, no téxico, no mutagénico, no cancerigeno y estable, evita el
pardeamiento en gambas, manzana, patatas y lechuga iceberg (20,
21y 22) y se ha visto que su comportamiento frente a microorga-
nismos aerobios, anaerobios, hongos y levaduras es comparable al
de los sulfitos (23).

2. Material y método

En el presente trabajo se estudiara el comportamiento como
antiséptico del HR sobre un vino blanco a diferentes dosis y en
condiciones naturales de mercado, comparandolo con el anhidrido
sulfuroso.

Los ensayos se realizaron en funcién de la disponibilidad de tiem-
po y de los equipos necesarios por parte del Laboratorio Enolégico
del Instituto Canario de Investigaciones Agrarias (I.C.I.A.) situado
en la localidad de Valle de Guerra, dentro del municipio de La La-
guna (Tenerife).

2.1 Preparacion de las muestras

El ensayo se efectud sobre un vino blanco resultante de mez-
clas de vinos de Canarias procedentes de uvas de variedades tales
como: Listan blanco, Gual, Marmajuelo y Verdello (tabla 2.1).

Este vino fue desgasificado mediante el barboteo de nitrégeno
durante unas 8 horas para disminuir al minimo su contenido en
anhidrido sulfuroso.

Posteriormente fue inoculado con levaduras y bacterias proce-
dentes de vinos enfermos. Las bacterias eran Gram negativas, apa-
recian de forma elipsoide y asociadas muchas veces por pares y
las levaduras elipsoides normales.
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Una vez inoculado, el vino se homogeneizé y se tomé las diferen-
tes alicuotas a las que se aplicaron los tratamientos.

Parametro Unidades Vino
Densidad (20°/20°) 0,9919
Masa volumica (20°) g/mL 0,9901
Grado alcohdlico % Vol. 12,51
AzUcares reductores g/L 3,2
Extracto seco total (E.S.T.) (g/L) g/L 21,7
Acidez total (ac. Tartarico) g/L 3,8
Acidez volatil (4c. Acético) g/L 0,48
Sulfuroso total mg/L 62
Sulfuroso libre mg/L 12
pH. (20° C) 3,75
Taninos de Masquelier g/L 0,9
Polifenoles totales (280 nm) 12

Tabla 2.1. Andlisis del vino antes de los tratamientos con HR y SO2.

2.2 Tratamientos

Los tratamientos consistieron en la adicién de distintas cantida-
des de los aditivos en estudio, sobre volimenes de 100 mL del
mismo vino, formando asi disoluciones de diferentes concentracio-
nes (tabla 2.2).

Se realizaron 8 ensayos distintos por duplicado. También hay
que tener en cuenta que uno de los tratamientos, concretamente
el numero 8, consistié en una muestra de vino sin ningun tipo de
adicién, con el fin de tener una referencia de la evolucion sin la
presencia de los reactivos estudiados.

Se realizd una primera lectura y posteriormente se dejaron las
muestras a temperatura ambiente, en torno a los 25°C.

CARACTERIZACION TRATAMIENTO

TRATAMIENTO 1 HR.- 10 mg/L
TRATAMIENTO 2 HR.- 25 mg/L
TRATAMIENTO 3 HR.- 50 mg/L
TRATAMIENTO 4 HR.- 100 mg/L
TRATAMIENTO 5 HR.- 150 mg/L

TRATAMIENTO 6 SO2 Libre 22 mg/L; SO2 Total 180 mg/L
TRATAMIENTO 7 SO2 Libre 45 mg/L; SO2 Total 300 mg/L
TRATAMIENTO 8 TESTIGO

Tabla 2.2. Tratamientos aplicados a la muestra de vino.

2.3 Ensayos para evaluar la actividad antiséptica

Se estudié la evolucién de los azlcares reductores y de la aci-
dez volatil para asi comparar el efecto antiséptico. Se empled un
analizador automatico de flujo continuo segmentado de la marca
Bran+Luebbe.
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Los azucares reductores se cuantificaron mediante el método de
la neocuproina (24). La muestra se inyecta en una corriente del re-
activo cobre (ll)-neocuproina y posteriormente el cobre (ll) se redu-
ce en caliente y en medio bésico (provocado por la presencia en el
medio de carbonato sddico). Se mide la absorbancia del producto
de reaccién a 460 nm. y los resultados se expresan en gr/L.

Para determinar la acidez volatil, el vino se acidifica con tartéarico
y se le afiade ademas peroxido de hidrogeno que se combina con
el SO, que pudiera estar presente dejando éste de ser volatil. Una
vez destilado el acido acético es sometido a una reaccién caracte-
ristica de los acidos carboxilicos en la cual el acido se combina con
una mezcla de yodato de potasio y yoduro potasico produciendo
yodo molecular de color naranja-marrén que cuantificamos a 440
nm.

3. Resultados y discusion

Las medias de los datos de las repeticiones realizadas para cada
tratamiento aparecen en las tablas que se presentan a continuacién
para cada parametro y para cada vino.

Para contrastar la evolucién de cada uno de los tratamientos, al
final de cada ensayo se realiza un analisis de la minima diferencia
significativa con las medias.

Los datos obtenidos deben indicarnos, en el punto final del ensa-
yo, qué tratamientos son estadisticamente similares entre si.

3.1 Evolucion de los azticares reductores

Se parte de unos azucares reductores en torno a los 3,2 g/L, al fi-
nal del ensayo vemos que las mayores evoluciones se han registra-
do en el tratamiento 6 con menor concentracion de SO2 y el testigo
son los que al final del ensayo han evolucionado fermentando la
mayor cantidad de azucares no habiendo diferencias significativas
entre ellos. Cabe mencionar que también se registra un consumo
de azucares reductores al final del ensayo en el tratamiento 2 (Tabla
3.1).

En lo correspondiente al HR, en la bibliografia se nos presenta
como antiséptico limpiador para heridas en uso tépico y de uso co-
mun para infecciones de garganta y se ha descrito que su compor-
tamiento frente a microorganismos aerobios, anaerobios, hongos y
levaduras es comparable al de los sulfitos (24).

3.2 Evolucién de la acidez volatil

En el vino hay una evolucién evidente en el testigo, en el trata-
miento 1y en el tratamiento 6, en los que se registraron incremen-
tos de la acidez volatil a los trece dias de comenzado el ensayo
(tabla 3.2).

El tratamiento 7 con mayor adicién de SO2 fue el que menos in-
crementd su acidez volatil. Al final del ensayo no hay diferencias

Testigo

AZUCARES REDUCTORES VINO ACIDEZ VOLATIL

TRATAMIENTO Dia 1 Dia 13 Dia 36 Dia 63 TRATAMIENTO Dia 1 Dia 13 Dia 36 Dia 63
10 mG/L HR 3,20 3,00 2,85 1,75 10 myL HR 0,50 0,57 0,68 0,90

25 L HR 3,20 3,05 3,45 2,10 25 Mol HR 0,49 0,48 0,47 0,52

50 oL HR 3,20 3,00 3,75 3,05 50 Mo/ HR 0,49 0,48 0,49 0,51
100 ML HR 3,20 2,95 3,20 3,00 100 ML HR 0,50 0,48 0,48 0,54
150 ma/L HR 3,20 2,95 3,20 2,90 150 mg/L HR 0,49 0,47 0,48 0,53
22 mg/ 502 Libre 320 22 =2 23 22 mg/ 802 Libre 049 ol TRy O
45mg/LS02 Libre 320 Bl Ut AL 45mg/LS02 Libre  0:49 ez Oey Ues
o 3,20 2,85 0,90 0,50 i 0,49 0,62 0,96 1,17

Testigo

Diferencias minimas significativas al final del ensayo de azucares reductores en el
Vino

Diferencias minimas significativas al final del ensayo de acidez volatil en el Vino

Tratamiento 1 2 3 4 5 6 7 8

Tratamiento 1 2 3 4 5 6 7 8

Dia 63 ab ab a a a bc ab bec

Dia 63 ab c c c c be c a

Tabla 3.1. Evolucidn de aztcares reductores. Los tratamientos con la misma letra no
tienen diferencias significativas entre si.

significativas entre los demas tratamientos con HR y los tratamien-
tos con SO2.

Los tratamientos con HR, al final del ensayo, se han comportado
de forma estadisticamente similar al tratamiento con mayor adicion
de SO2, lo que nos hace pensar que la actividad antimicrobiana
entre ambos productos es equivalente.

4. Conclusiones

El objetivo del estudio fue comparar la capacidad como antisép-
tico en vinos del HR frente a la del Anhidrido Sulfuroso en unas
condiciones de temperatura ambiental tal y como se mantendrian
en el mercado.

En su actividad como antiséptico, del estudio realizado se conclu-
ye que el HR se comporta de forma similar al anhidrido sulfuroso,
incluso con menores concentraciones.

Tabla 3.2. Evolucion de la acidez volatil. Los tratamientos con la misma letra no tienen
diferencias significativas entre ellos.
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EN LA SEDE DEL CONSEJO REGULADOR SE DISPONE DE
UN ESPACIO DEDICADO A LA VENTA DE NUESTROS VINOS:
LA TIENDA DEL CONSEJO

Consejo Regulador de la Denominacion de Origen Tacoronte-Acentejo.
Carretera General del Norte, 97. 38350 - Tacoronte - Tenerife.
Tel. 922 560107 - Fax. 922 561155
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