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RESUMEN

La contaminacion del vino con aromas y/o sabores “fungicos” o “a moho” es un problema
grave que puede afectar a cualquier bodega. En una primera instancia se asociaba este
fendmeno exclusivamente al corcho y al TCA: 2,4,6-tricloroanisol. Hoy se sabe que dicha
contaminacidon puede aparecer en otros alimentos, ademas, a este problema contribuyen
varios compuestos quimicos y diversos factores. El sabor y/o aroma a moho o a humedad del
vino es consecuencia de la presencia en el ambiente de ciertos compuestos conocidos como
haloanisoles, producidos por hongos filamentosos, el mas estudiado de estos hongos es el
Trichoderma longibrachiatum; aunque también han sido encontrados hongos de las especies
Chrysonilia y Penicillium, aislados de la microbiota del corcho, pero capaces de desarrollarse en
varios sitios de la bodega.

Estructuralmente, los haloanisoles podrian ser considerados como provenientes del anisol
(metoxibenceno); derivado metilado del fenol, y como éter que es, forma parte de gran
cantidad de mezclas volatiles que presentan olor intenso. Los haloanisoles, por su parte, estan
formados por moléculas de anisol que contienen por lo menos un dtomo de haldégeno: Fluor,
Cloro, Bromo, lodo; por ello se denominan fluoroanisoles, cloroanisoles, bromoanisoles y
iodoanisoles, respectivamente. Las principales sustancias de olor defectuoso son: 2,4,6-
tricloroanisol (TCA); 2,3,4,6-tetracloroanisol (TeCA); 2,3,4,5,6-pentacloroanisol (PCA); 2,4,6-
tribromoanisol (TBA). Estos compuestos son producidos por hongos que poseen una enzima
que transforma los clorofenoles o bromofenoles (usados como pesticidas o presentes como
contaminantes del ambiente) en los haloanisoles correspondientes; este mecanismo universal
ha sido elucidado en el hongo Trichoderma longibrachiatum y permite explicar la formacién y
contaminacién de haloanisoles sobre cualquier material. Los hongos filamentosos no forman
haloanisoles si no entran en contacto con sus precursores, los halofenoles téxicos de los que se
defienden. Para que un vino resulte contaminado se necesitan entonces condiciones dptimas
para el crecimiento de hongos filamentosos y entornos adecuados para que estos
microorganismos sinteticen haloanisoles. Ambas situaciones pueden darse tanto en el corcho
como en algln otro material de la bodega.

Si bien no son toéxicos, los haloanisoles son contaminantes muy importantes capaces de
deteriorar las caracteristicas sensoriales de cualquier vino ya que tienen un umbral de
percepcién olfativa muy bajo, siendo suficiente una pequefia cantidad de ciertos haloanisoles
para que se perciban con claridad tanto en el gusto como en el olfato. Por otra parte, como
son muy volatiles, pueden propagarse por medio del aire y adherirse contaminando el corcho,
la madera y otros materiales. Estas caracteristicas hacen que el vino contaminado adquiera
sensaciones desagradables que lo convierten en no apto para consumo. El olor a moho o
humedad es frecuente en vinos. El problema de la contaminacion del vino por haloanisoles es
complejo y se debe a multiples factores, en donde pueden intervenir una o mas sustancias con
capacidad para producir aromas fungicos en los vinos. Este inconveniente adquiere mayor
importancia a la luz de un mercado cada vez mas competitivo y con mayores exigencias en
cuanto a las caracteristicas sensoriales.

El objetivo del presente trabajo fue realizar una revisidn bibliografica de la informacion
disponible relacionada con los hongos filamentosos productores de haloanisoles; su
permanencia, desarrollo y la bioquimica de las reacciones de sintesis de haloanisoles, a fin de
poder establecer las medidas sanitarias preventivas correspondientes.

PALABRAS CLAVE: haloanisoles, halofenoles, TCA, sabor a corcho, contaminacion del corcho,
sabor a moho, contaminacién con mohos, hongos filamentosos, Trichoderma longibrachiatum.
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Introduccion 3

1.1 Importancia de la vitivinicultura en Mendoza

La provincia de Mendoza es la regidn vitivinicola mas importante de Argentina,
representando mas del 75% de la produccién nacional. Sus condiciones naturales como la
altitud (entre 500 y 1.500 metros sobre el nivel del mar), aridez, suelos pedregosos y una
marcada amplitud térmica entre el dia y la noche, son el marco ideal para el cultivo de la vid.

La vitivinicultura en Mendoza comenzd hace mas de cuatrocientos afios durante la
época colonial, cuando los jesuitas comenzaron a cultivar vifiedos y crearon los primeros oasis

irrigados, que marcaron la geografia de la provincia.
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Figura 1: Regiones vitivinicolas de la provincia de Mendoza (Cantarelli, 2010)
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Introduccion 4

Estos oasis, cercanos a los rios de montafia mas importantes y compuestos por
departamentos, son los siguientes (Fig. 1):

Regidon Norte: Lavalle, Maipu, Guaymallén, Las Heras y San Martin.

Regidn Este: Junin, Rivadavia, San Martin, La Paz y Santa Rosa.

Regidn Centro Rio Mendoza: Lujan de Cuyo y Maipu.

Regidn Valle de Uco: Tupungato, Tunuyan y San Carlos.

Region Sur: San Rafael y General Alvear.

Los principales varietales tintos de alta calidad enolédgica que componen la oferta de
Mendoza son: Malbec, Cabernet Sauvignon, Merlot, Syrah y Bonarda. Mientras, que
Chardonnay, Chenin Blanc, Torrontés, Ugni Blanc, Semillén y Sauvignon Blanc, son los cepajes
blancos mas utilizados para la vinificacion (Fundacién ProMendoza, 2014).

Mendoza es una zona productiva de vid privilegiada que permite obtener un producto

altamente competitivo con una excelente calidad y sabor (Salvalaggio, 2013).

1.1.1 La vitivinicultura en el oasis sur: San Rafael y General Alvear

Compuesta por los vifiedos de los departamentos de San Rafael y General Alvear, el
area sur estd irrigada por los rios Atuel y Diamante y se ubica al pie de la Cordillera Principal.
En cuanto a los sistemas de conduccién predomina la espaldera baja (Fig. 2). Se producen vinos

de mesa y finos de excelente calidad (Salvalaggio, 2013).

Figura 2: Vifiedos en espaldera baja (Regidon de Cuyo, 2011)
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Introduccion 5

San Rafael se mantiene como uno de los principales productores vitivinicolas del pais, y
el desarrollo ha sido permanente en los ultimos afios (Diario San Rafael, 2013).

Entre los distritos mas representativos de la vitivinicultura departamental se destacan
Canada Seca, Las Paredes, Real del Padre y Cuadro Nacional.

El competitivo mundo de la vitivinicultura actual exige la maxima calidad en todas las
etapas de produccion, y ésta comienza con la eleccidn de las plantas apropiadas. El proceso de
reconversion registrado en San Rafael derivd en la coexistencia de un incremento de Ia
superficie reconvertida a variedades finas y nuevas plantaciones con la disminucién de la
superficie cultivada con variedades comunes (Cantarelli, 2010).

Como consecuencia, por primera vez, la Argentina recibié el premio mundial al mejor
vino tinto. Se trata de un Malbec de la bodega mendocina Casa Bianchi, ubicada en el sur
provincial, en San Rafael, que fue elegido entre mas de 3500 caldos de 41 paises.

Segln los endlogos creadores de este premiado vino nacional, el Famiglia Bianchi
Reserva Malbec 2012 (Fig. 3) se destaca por sus aromas a ciruela madura y que seducen por su
complejidad e intensidad. Estd elaborado con uvas provenientes de parcelas seleccionadas de
vifiedos propios en San Rafael. Asimismo, a través de un seguimiento de las cepas, se han
logrado cosechas de alta calidad que descansaron doce meses en pequefias barricas de roble,
en el corazdn de la cava de Casa Bianchi.

Este reconocimiento demuestra el enorme potencial de las uvas de San Rafael, es un
premio al trabajo, que aplicado sobre estas uvas permite lograr productos de altisima calidad.

Desde hace una década, el Malbec de esta bodega mendocina ya venia recorriendo un
camino importante con varias distinciones y muy avalado por las criticas especializadas (La

Nacidn, 2014).

Figura 3: Famiglia Bianchi Reserva Malbec 2012, mejor vino tinto seco del mundo 2014 (Lecciones de vino, 2014)
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Introduccion 6

1.2 Vino y calidad

El vino es un producto de caracteristicas particulares. Si bien nunca ha sido
considerado como un ser vivo, se entiende como un ente bioldgico, de gran labilidad,
susceptible de proporcionar asentamiento vital a una variada gama de microorganismos. Es,
por lo tanto, materia viva que, desde su nacimiento hasta su madurez, sufre una constante
evolucién (Sudrez Lepe & iiigo Leal, 2004).

El concepto de calidad del vino estd ligado principalmente a sus caracteristicas
sensoriales (Cantarelli, 2010). La calidad de un vino se ve afectada por numerosos factores.
Muchos aspectos de la calidad de un vino se remontan a caracteristicas del vifiedo. El vino es
una expresiéon de como las bayas crecieron y se desarrollaron. Entendiendo los componentes
que constituyen la alta calidad de un vino y cdmo las practicas culturales y las decisiones que
se toman en el vifiedo influyen en éstos, se puede lograr un producto final de excelencia
(Bodegas de Argentina, 2013).

Como respuesta a las exigencias y demandas del mercado vitivinicola actual, es
necesario cada vez mas producir vinos de la mayor calidad posible. La calidad del vino puede
ser definida por distintos criterios, estando sujeta a pardmetros de evaluacién siempre
destinados a satisfacer las necesidades de los consumidores.

En muchos casos, la calidad se evalia a través del analisis sensorial mediante
panelistas entrenados que caracterizan los vinos de acuerdo a sus propiedades organolépticas.
Luego, estos datos se correlacionan con el gusto de los consumidores o con la aceptacién de
grupos especificos de consumidores. En este contexto, las técnicas de analisis sensorial han
sido ampliamente utilizadas como un complemento en el control de calidad y como
herramienta de diagndstico para caracterizar las diferencias entre los productos.

La identificacidn y cuantificacién de los componentes quimicos minoritarios sirve para
explicar la descripcidn sensorial de un vino, y para evaluar su estabilidad, origen y autenticidad
y, en consecuencia, su calidad comercial. La relacién entre la evaluacién sensorial y la
composicion quimica del vino es tema de investigacidon en enologia. Los atributos sensoriales
del vino no sélo dependen de su composicion volatil y de la presencia de compuestos
fendlicos. La composicion quimica del vino estd relacionada con la variedad y zona de
procedencia (Fanzone Sanchez, 2012).

Del vino se espera obtener placer. Este placer estd relacionado con las diferentes
sensaciones gustativas, tactiles y quemoestésicas (el “picante”, el “efecto frioc” o la
“astringencia”) producidas durante su consumo. Este conjunto de sensaciones debe estar

equilibrado y no debe ser empafiado por la presencia de ninguna sensacién que no sea
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Introduccion 7

auténtica. Ademads, durante la degustacion, las distintas sustancias quimicas presentes en el
vino, después de un complejo proceso cerebral, permiten al consumidor poder distinguir y
reconocer aromas, sabores, texturas y sensaciones quemoestésicas. Por lo tanto, detras de la
calidad (o de la falta de calidad) de un vino se encuentran un cierto nimero de componentes
odorantes y gustativos, siendo un importante reto para la quimica determinar su naturaleza y

estructura, y comprender el papel que juegan en la percepcidn final (Ferreira Gonzélez, 2007).

1.2.1 Factores que afectan la calidad del vino

De acuerdo a su origen, los factores que afectan la calidad del vino pueden clasificarse
en:

- Defectos provenientes del vifiedo. La calidad de la uva es determinante para la
futura calidad del vino.

- Defectos aportados durante la recepcién y molienda de la uva. La mayor
frecuencia de defectos se atribuye a la presencia de sabor herbaceo.

- Defectos originados en la etapa prefermentativa o fermentativa. El olor a
huevo podrido y la aparicion de sabor ajerezado y aspecto oxidado ocupan los
primeros lugares en la aparicion de defectos en esta etapa.

- Defectos que aparecen durante la crianza y conservacién. La aparicidon de
sabor ajerezado y aspecto oxidado es el defecto mas frecuente. La falta de
limpieza de las piletas favorece la aparicion de olor a vinagre que podria
derivar en picadura acética.

- Defectos que aparecen durante el envejecimiento, en cualquier tipo de vasija.
Predomina aqui, como defecto principal el olor a moho. Su presencia se
atribuye a compuestos del tipo tricloroanisoles, tetracloroanisoles y
tribromoanisoles.

- Defectos originados en los insumos secos. Se consideran como insumos secos
botellas, corchos, etiquetas, capsulas y cajas de cartdn (Alturria, et al., 2008).

El ingreso y la produccion de haloanisoles en bodegas, y por consiguiente su
contaminacion al vino, pueden encontrar su origen en todos los factores antes mencionados,
aunque en algunos de ellos con mayor incidencia que en otros, como en los defectos de
envejecimiento.

La problematica es multicausal: la diversidad de moléculas implicadas, las reducidas

cantidades de contaminantes suficientes para ocasionar la alteracién de las caracteristicas
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sensoriales y la gran variedad de circunstancias que permiten su contaminacidn, hacen
frecuente este defecto (Chatonnet, 2004).
En todos los casos, cualquiera sea su origen, ocasiona un detrimento de la calidad que
hace al producto incompetente en el mercado actual.
Argentina ocupa un importante lugar en el contexto vitivinicola mundial y comienza
a posicionarse como un exportador altamente competitivo de los tradicionales paises
vitivinicolas tales como Francia, Espafia e Italia. La insercidn en los mercados internacionales
trajo como consecuencia una notable innovacidn en la vitivinicultura argentina, motivada por
la necesidad de adecuarse a la nuevas exigencias de los mercados importadores (INV, 2014).
En este marco, resulta fundamental la implementacién de las pautas apropiadas que permitan
mantener y superar la ubicacion alcanzada, de alli la importancia de las medidas sanitarias a

emplear.
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1.1 Los hongos

Los microorganismos son seres vivos microscopicos. El grupo incluye a las bacterias, los
hongos, los protozoos, las algas microscépicas y los virus.

Los hongos estan contenidos en el reino Fungi, comprenden a las levaduras
unicelulares, los hongos filamentosos (mohos) multicelulares y las especies macroscopicas de
setas (por ej., champifiones).

La disciplina que estudia a los hongos se denomina micologia.

11.1.1 Caracteristicas

Los hongos son eucariontes, es decir organismos cuyas células poseen un nucleo
diferenciado que contiene el material genético (DNA) de la célula, rodeado por una cubierta
especial denominada membrana nuclear, entre otras diferencias.

Los mas tipicos son los hongos filamentosos. Las células de un hongo multicelular
estan unidas formando tubulos delgados denominados hifas. Las hifas suelen ser divididas en
unidades multinucleadas por tabiques que presentan orificios, de modo que el citoplasma
puede fluir. Estos hongos forman una masa visible denominada micelio (Fig. 4), que esta
compuesto por hifas que se ramifican y entrelazan. Los crecimientos algodonosos que algunas

veces se observan en el pan y la fruta son micelios de hongos filamentosos.

Figura 4: Micelio observado al MEB (Cruz, 2014)

Los hongos se forman a partir de esporas o de fragmentos de hifas.
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Para obtener la materia prima para las funciones vitales un hongo absorbe soluciones
de materia orgdnica de su entorno; sea del suelo, del agua salada, del agua dulce o de un
huésped animal o vegetal, a través de su membrana citoplasmatica. Todos los hongos son
quimioheterdtrofos, es decir que necesitan compuestos organicos como fuente de energia y de
carbono. Son aerobios o anaerobios facultativos; sélo se conocen unos pocos hongos
anaerobios.

Los hongos multicelulares se identifican sobre la base de su aspecto fisico, que incluye
las caracteristicas de las colonias y las esporas reproductivas. En los hongos filamentosos o
carnosos, el tallo (cuerpo) estd formado por hifas que pueden crecer hasta proporciones

inmensas.

Figura 5: Hifas tabicadas con fialides y macroconidios. Tincidn de lactofenol con azul de algoddn. 100X (Cruz, 2014)

Las hifas de casi todos los mohos son tabicadas (Fig. 5). Pero, en algunas clases de
hongos, no contienen tabiques y aparecen como células continuas y largas con muchos

nucleos; se denominan entonces cenociticas (Fig. 6).

Figura 6: Hifas cenociticas. 100X (Cruz, 2014)
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Las hifas crecen alargandose desde sus extremos. Cada parte de una hifa puede crecer
y cuando se desprende un fragmento puede alargarse para formar una hifa nueva.

La porcién de una hifa que obtiene nutrientes se denomina hifa vegetativa; la porcion
que participa en la reproduccion es la hifa reproductiva o aérea, llamada asi porque se
proyecta sobre la superficie del medio en el que esta creciendo el hongo. Comunmente las
hifas aéreas poseen esporas reproductivas. Cuando las condiciones ambientales son
convenientes las hifas crecen hasta formar el micelio que es visible a simple vista.

Los hongos filamentosos pueden reproducirse de forma asexual por fragmentacion de
sus hifas. Ademas pueden reproducirse mediante la formacién de esporas sexuales vy
asexuales. Después de que un hongo filamentoso forma una espora, la espora se separa de la
célula que le dio origen y germina para formar un hongo filamentoso nuevo, es ésta una
verdadera espora reproductiva porque a partir de ella crece un segundo organismo. Las
esporas se forman a partir de las hifas aéreas de modos diferentes, segln la especie. Las
esporas asexuales se forman a partir de hifas de un organismo. Cuando estas esporas
germinan se convierten en un organismo genéticamente idéntico al que le dio origen. Las
esporas sexuales, en cambio, se producen por la fusiéon de los nucleos de dos cepas de sexo
opuesto de la misma especie de hongo, son menos frecuentes que las esporas asexuales. Los
organismos que crecen de esporas sexuales tienen las caracteristicas genéticas de ambas
cepas parentales.

Los hongos producen dos tipos de esporas asexuales; la conidiospora o conidio, una
espora unicelular o multicelular que no esta encerrada en un saco. Los conidios se producen en

una cadena en el extremo de un conididforo (Fig. 7), Aspergillus forma este tipo de esporas.

Figura 7: Conidioforos y cabezas conidiales. Tincidon de lactofenol con azul de algodén. 100X (Cruz, 2014)
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Figura 8: Esporangio y esporangidforo. Tincion de lactofenol con azul de algodén. 100X (Cruz, 2014)

El otro tipo de espora asexual es la esporangiospora, formada dentro de un
esporangio, o saco, en el extremo de una hifa aérea conocida como esporangidforo (Fig. 8). El
esporangio puede contener centenares de esporangiosporas, el género Rhizopus produce este
tipo de esporas.

Los hongos suelen adaptarse bien a los ambientes que podrian ser hostiles para las
bacterias. Como son quimioheterdtrofos, al igual que las bacterias, absorben los nutrientes en
lugar de ingerirlos como lo hacen los animales. Sin embargo, los hongos difieren de las
bacterias en ciertos requerimientos ambientales y en las siguientes caracteristicas

nutricionales:

- Los hongos suelen crecer mejor en un ambiente con un pH de alrededor de 5,
gue es demasiado acido para el crecimiento de la mayoria de las bacterias.

- Casi todos los hongos filamentosos son aerobios. Casi todas la levaduras son
anaerobias facultativas.

- La mayoria de los hongos son mas resistentes a la presién osmatica que las
bacterias; por consiguiente, pueden desarrollarse en concentraciones
relativamente elevadas de azlcares o sales.

- Los hongos pueden crecer en sustancias con un contenido muy bajo de
actividad acuosa, por lo general menor que las bacterias.

- Los hongos requieren algo menos de nitrégeno que las bacterias para una

magnitud equivalente de crecimiento.
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- Los hongos a menudo pueden metabolizar carbohidratos complejos como la
lignina (un componente de la madera), que la mayoria de las bacterias no

puede utilizar como nutriente.

Estas caracteristicas permiten que los mohos se encuentren practicamente en cada
ambiente y puedan ser detectados, tanto en interiores como al aire libre, durante todo el afio.
Las condiciones humedas y calidas favorecen su crecimiento. Al aire libre pueden encontrarse
en areas o lugares humedos y sombreados, donde hay materiales de desecho, hojas u otro tipo
de vegetacidon en descomposicidn. En los interiores pueden encontrarse en lugares donde los
niveles de humedad son altos como las paredes, maderas y gran diversidad de sustratos, a

veces poco apropiados seglin nuestro parecer (Tortora, et al., 2007).

11.1.2 Los hongos en el ambiente de la bodega

La bodega comprende al conjunto de equipamientos y vasijas vinicas que alojan la
cosecha y permiten someterla a las diversas fases de la elaboracién de los vinos; se suman a
estos componentes las dependencias en las que se llevan a cabo esas tareas.

Las condiciones ambientales dptimas de las distintas partes de las bodegas, varian en
funcién del tipo de trabajo a realizar por las personas y de los mejores entornos para el
almacenamiento o crianza de los vinos.

La temperatura y la humedad son los principales factores ambientales que es
necesario controlar en los distintos locales de la bodega, pero ademdas se deben tener en
cuenta en algunas dependencias, la iluminacidn necesaria para un adecuado trabajo, la
ausencia total de olores extrafios, que pueden ser eliminados en algunos casos por una
adecuada ventilacidn, o por el control de los materiales de construccion o de almacenamiento
dentro de la bodega (Hidalgo Togores, 2011).

Es factible la presencia de hongos en el ambiente de la bodega. La humedad, la
temperatura, la ventilacién inadecuada pueden ocasionar su crecimiento e instalacion, por eso
es fundamental el control de los parametros citados en las distintas dependencias y fases del

proceso de industrializacion.

11.1.2.1 Hongos filamentosos de interés

En la uva se pueden desarrollar varios tipos de mohos que entran en la bodega

durante la vendimia. Los mohos son microorganismos ubicuos en la bodega y estdn presentes
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tanto en las superficies como en el aire. Los géneros que se encuentran habitualmente en la
uva son Aspergillus, Botrytis, Penicillium y en menor cantidad Alternaria, Cladosporium. Los
mismos géneros mayoritarios se encuentran también en el ambiente de las bodegas.

Uno de los mohos mds conocidos es el hongo saprofito Botrytis cinerea, que se
desarrolla en la uva causando la podredumbre gris, su presencia en la bodega se asocia a la
entrada de vendimia contaminada. Este moho se conserva durante el invierno en los
sarmientos y en ocasiones en las grietas de la madera y yemas. Las uvas atacadas por Botrytis
presentan una mayor facilidad para el desarrollo de otros mohos como Penicillium vy
Aspergillus. El género Penicillium es un hongo capaz de alimentarse de diversos sustratos, lo
que le permite desarrollarse en diferentes ambientes. En el vino también se encuentra en la
etapa final de la elaboracién. Aunque las uvas son el principal vehiculo de transmision de los
mohos, es importante tener en cuenta que las esporas de los hongos estan en todas partes en
la naturaleza, se separan completamente del micelio y son lanzadas para ser transportadas por
el aire.

Existen dos posibles origenes de los mohos en la bodega: la uva y el material de la
bodega. Las uvas tradicionalmente se han considerado como la primera fuente de estos
microorganismos, pero necesitan de un vector para llegar hasta ellas. Se cree que pueden
acceder a los racimos debido al efecto del viento y principalmente insectos como abejas,
avispas y Drosophila (Garijo Jiménez, 2013).

Si bien las uvas que entran en la bodega tienen una poblaciéon importante de
microorganismos adheridos a la pruina, como levaduras, bacterias y mohos; en el
equipamiento de la bodega (tolva, estrujadora, despalilladora, depdsitos, etc.) también existen
estos microorganismos; asi las levaduras, bacterias y mohos que se encuentran en contacto
con estas superficies pasan al mosto y si las condiciones ambientales lo permiten, comienzan a
multiplicarse y a fermentar.

La diseminaciéon de los microorganismos en la bodega ocurre por la maquinaria e
instrumental, por los trabajadores, por los insectos y también por el aire. Su supervivencia y su
desarrollo estan directamente relacionados con las condiciones ambientales (temperatura,
humedad, disponibilidad de nutrientes). El aire, por si mismo, sdlo actia como un medio de
transporte o soporte, es una via de diseminacion de microorganismos en el interior de las
bodegas. Estos pueden viajar por el aire de tres formas: adheridos a particulas de polvo,
adheridos a gotas de liquido o como particulas individuales. Alli en el aire sufren condiciones
de estrés por calor, humedad, luz y falta de nutrientes. En condiciones ambientales adversas
predominan en el medio los microorganismos capaces de esporular, porque la esporulaciéon

favorece la resistencia a las condiciones adversas (Garijo Jiménez, 2013).
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En los ultimos afios se han realizado estudios comparando la calidad ambiental en
bodegas y se han evaluado los mohos que se encuentran en el aire. El aire de la zona de
embotellado es el de mayor poblacién, tanto desde un punto de vista cuantitativo como
cualitativo, lo que convierte a esta zona en mayor riesgo de contaminacién del vino a través de
este medio. Los mohos presentes en el aire pertenecen a los géneros Aspergillus, Penicillium y
Botrytis. Este ultimo moho, tipico “de campo”, sélo se concentra durante los dias de entrada
de uva en la bodega. Fuera de ese periodo, los Unicos mohos presentes en este ecosistema son
Aspergillus y Penicillium, tipicos mohos “de almacén”. Cuando ya no hay actividad microbiana
en la bodega y sélo hay vinos almacenados, los mohos mas abundantes en el ambiente
pertenecen al género Penicillium (80 %) (Garijo Jiménez, 2013).

Sin embargo, la invasidon de Penicillium no es nunca aislada, suele acompafiarla
Botrytis, Aspergillus y Mucor. El peligro de este moho es su facilidad de penetracion por los
poros de la madera de los envases, pudiendo inutilizarlos por completo, ya que comunica un
olor y sabor a moho inconfundibles (Suarez Lepe & Ifiigo Leal, 2004).

Botrytis, Aspergillus, y Penicillium son los habitualmente descritos en relacion con
vifiedos y bodegas. La preocupacion que existe en el sector enoldgico en relacién con los
mohos que se desarrollan en las bodegas, se debe a que pueden crecer en las superficies tanto
externas como internas de las barricas, asi como en los corchos de las botellas, produciendo
metabolitos (anisoles, TCA) e incluso micotoxinas (Ocratoxina A, OTA) que pueden alterar la
calidad del vino almacenado, provocando en un caso un defecto muy grave y en el otro
constituyendo un riesgo para la salud humana. Los principales géneros implicados en este

problema son Aspergillus y Penicillium (Garijo Jiménez, 2013).

Figura 9: Microfotografia del hongo filamentoso Aspergillus niger (Palacios Garcia & San Roman, 2014)
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Figura 10: Microfotografia del hongo filamentoso Penicillium italicum (Palacios Garcia & San Roman, 2014)

Otros hongos de importancia son los pertenecientes al género Trichoderma, siendo
Trichoderma longibrachiatum el mas estudiado. Presentan hifas tabicadas hialinas,
conidiéforos, fidlides (estructura en forma de botella, ubicada en el extremo de un conidiéforo,
sobre la cual se producen las esporas) y conidios (Fig.11) (Feltrer Martinez, 2009).

La mayoria de las colonias de Trichoderma en su inicio tienen color blanco, que se
tornan a verde oscuro o amarillento, con esporulacién densa. El micelio es ralo en su mayoria,
y visto al microscopio es fino (Infante, et al., 2009).

T. longibrachiatum puede producir clamidosporas (tipo especial de espora asexual con
paredes gruesas y adaptada para la resistencia a condiciones adversas) y sus conidiéforos
adoptan una disposicion piramidal. Los conidios tienen unos 3 um de didmetro son elipsoidales

y de superficie lisa (Figs. 11 y 12) (Feltrer Martinez, 2009).

Comnidioforo

Figura 11: Conidios y conidiéforos de Trichoderma sp. 400X (Infante, et al., 2009)
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Figura 12: Trichoderma longibrachiatum, disposicidn triangular de las ramas del conididforo, fidlides y

conidios elipsoidales. 100X (Cruz & Piontelli, 2011)

Figura 13: Trichoderma longibrachiatum observado al microscopio (Rubio Coque, 2010)

Figura 14: Trichoderma longibrachiatum creciendo en una placa de Petri (Rubio Coque, 2010)
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Las especies pertenecientes al género Trichoderma se caracterizan por ser hongos
saprofitos, que sobreviven en suelos con diferentes cantidades de materia organica, los cuales
son capaces de descomponerla y en determinadas condiciones pueden ser anaerobios
facultativos, lo que les permite mostrar una mayor plasticidad ecolédgica. Se encuentran
presentes en todas las latitudes, desde las zonas polares hasta la ecuatorial. Estas
caracteristicas estan estrechamente relacionadas con la alta capacidad enzimatica que poseen
para degradar sustratos, un metabolismo versatil y resistencia a inhibidores microbianos
(Infante, et al., 2009).

El género Trichoderma es actualmente reconocido como microorganismo seguro o
GRAS (Generally Recognized As Safe), ya que su produccién de micotoxinas es practicamente
nula (Feltrer Martinez, 2009). Algunas de sus especies son utilizadas para separar isémeros
Opticos en la produccién de mentol, producen lactonas que se usan ampliamente en la
industria como saborizantes y estan caracterizados por su agradable olor y sabor; ademas, se
usan comercialmente para producir la enzima celulasa, que se utiliza para elaborar jugos de
fruta limpidos mediante la degradacién del contenido de pared celular vegetal (Tortora, et al.,

2007).

11.2 Los agentes causales del deterioro en vinos: Los haloanisoles

11.2.1 Estructura quimica

Los éteres son compuestos organicos de férmula general: R-O-R, Ar-O-R o Ar-O-Ar, los
dos grupos unidos al oxigeno pueden ser alquilicos o aromaticos o su combinacidn. Si los dos

grupos son idénticos, se dice que el éter es simétrico; si son diferentes, es asimétrico.

O/C H3

J

Figura 15: Estructura del anisol: modelo molecular y férmula estructural (Morrison & Boyd, 1990)
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El mas simple de los éteres asimétricos aril alquilicos es el metil fenil éter, que tiene el
nombre especial de anisol, también conocido como metoxibenceno (Fig. 15) (Morrison & Boyd,
1990).

Los haloanisoles estdan formados por moléculas de anisol con al menos un atomo de

alguno de los cuatro halégenos que existen sustituyendo un hidrégeno en el anillo aromatico.
11.2.2 Clasificacién

De acuerdo al halégeno presente: flior (F), cloro (Cl), bromo (Br) o iodo (l); los
compuestos resultantes se denominan respectivamente fluoroanisoles, cloroanisoles,

bromoanisoles y iodoanisoles (Fig. 16) (Feltrer Martinez, 2009).

OCHs3 OCHs3 OCHj OCHs4

YT

Figura 16: De izquierda a derecha, 4-fluoroanisol; 2,4,6-tricloroanisol; 2,4,6-tribromoanisol; y

2-iodoanisol (Feltrer Martinez, 2009)

11.2.3 Propiedades

Debido a que el angulo del enlace C-O-C no es de 180°, los momentos dipolares de los
dos enlaces C-O no se anulan; por eso los éteres presentan un pequefio momento dipolar

neto.
R

AN
1100/0 ‘l—’
momento
dipolar neto

Figura 17: Momento dipolar de los éteres (Morrison & Boyd, 1990)

Esta débil polaridad no afecta apreciablemente los puntos de ebullicién de los éteres,
que son similares a los de los alcanos de masas molares comparables y mucho mas bajos que
los de los alcoholes isdmeros. Los puentes de hidréogeno que mantienen unidas de forma firme
a las moléculas de alcoholes no se dan para los éteres, ya que sélo tienen hidrégeno unido a

carbono.
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Por otra parte, presentan una solubilidad en agua comparable a la de los alcoholes,
que se debe a los puentes de hidrégeno entre moléculas de agua y de éter (Morrison & Boyd,

1990).

|
R—0-H—0
R

Figura 18: Enlace puente de hidrégeno entre una molécula de éter y una molécula de agua

(Morrison & Boyd, 1990)

Como éter que es el anisol conserva algunas de las propiedades de éstos, mientras que
otras se ven influenciadas por la presencia del anillo aromatico; resulta importante observar su

potencia toxica (Tabla 1).

Estado de agregacion: liquido
Apariencia: Liquido incoloro a amarillento, de olor caracteristico
Masa molar (M): 108,1 g/mol
Punto de fusion: -37°C
Punto de ebullicion: 155 °C
Densidad relativa (agua=1): 0,99 g/cm’®
Solubilidad: Insoluble en agua, soluble en alcohol y éter
DL 5, oral en ratas: 3.700 mg/kg (ligeramente tdxico)

Tabla 1: Propiedades del anisol (Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo, 2003)

La estructura quimica del anisol, forma parte de un gran nimero de moléculas volatiles
y frecuentemente odoriferas. Estas diversas moléculas estan muy presentes en la naturaleza, y
en especial en el entorno vinicola. La sustitucidn en el ndcleo anisol por dtomos de cloro o de
bromo para originar haloanisoles da lugar a la formacién de una molécula con propiedades
organolépticas particulares. En el contexto vinicola, estas moléculas se caracterizan en
concreto por olores desagradables, que recuerdan el caracter “mohoso”. Ademas, en su
mayoria presentan umbrales relativamente reducidos de deteccidn olfativa (Chatonnet, 2004).

Los haloanisoles (cloroanisoles y bromoanisoles) reconocidos como los enemigos mas
importantes del vino son: 2,4,6-tricloroanisol (2,4,6-TCA, o TCA, que es el mas estudiado),
2,3,4,6-tetracloroanisol (2,3,4,6-TeCA, o TeCA), pentacloroanisol (PCA) y 2,4,6-tribromoanisol
(2,4,6-TBA, 0 TBA).
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OCHg OCHj;
- i Cl ClI i Cl i ci Br@
2,4,6-tricloroanisol 2,3,4,6-tetracloroanisol pentacloroanisol 2,4,6-tribromoanisol

Figura 19: Estructuras de haloanisoles de mayor importancia (Rubio Coque, et al., 2005)

Compuesto Umbral de Percepciéon
2,4,6-TCA En soluciéon acuosa: 30 — 300 pg/L. En solucién alcohdlica (vino): 1,5 — 3 ng/L
2,3,4,6- En solucidon acuosa: 4 ng/L. En solucidn alcohdlica (vino): 10 — 15 ng/L en vinos
TeCA tranquilos; 5 ng/L en vinos espumosos
PCA Compuesto poco oloroso: > 50 pg/L
2,4,6-TBA En solucién acuosa: 8 — 30 pg/L. En solucidn alcohdlica (vino): 3,4 ng/L

Tabla 2: Umbrales de percepcion de los principales haloanisoles implicados en la contaminacion del vino

(Rubio Coque, et al., 2005)

Los olores desagradables que producen los haloanisoles han sido descriptos como
fingicos o a moho (olores mohosos) o como olores y aromas propios de humedad; pero
cuando la concentracion de TBA es particularmente elevada se pueden percibir ademas
aromas iodados o fendlicos. Otra propiedad significativa de estos compuestos es el hecho de
gue una muy pequefia cantidad se aprecia con claridad a través de gusto y olfato (Tabla 2). Hay
gue agregar también que generalmente son muy volatiles, capaces de transmitirse a través del
aire y con una gran facilidad para adherirse y contaminar la madera, el corcho y otros

materiales (Rubio Coque, et al., 2006).

11.2.4 Los haloanisoles en el vino

En los vinos, los olores con caracter mohoso son uno de los defectos sensoriales mas
desagradables y mds severamente juzgados tanto por catadores expertos como por los
consumidores.

Las caracteristicas fisico-quimicas de los haloanisoles explican que pese a sus puntos
de ebullicién, se pueden encontrar facilmente en las atmdsferas que contienen fuentes de
emision de dichas moléculas. Todos los contaminantes en cuestion tienen una hidrofobia
similar (log P, coeficiente de reparto octanol-agua, indica el caracter hidrofilo o hidréfobo de
una sustancia), la mayor presién de vapor saturado de TeCA explica la facilidad de

contaminacion. El valor de la presion de vapor saturado de un liquido, da una idea clara de su
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volatilidad, los liquidos mds volatiles tienen una presion de vapor saturado mas alta (Tabla 3).
El TBA, volatil y maloliente pasa facilmente al aire. El vino manipulado en ese ambiente puede
disolver los contaminantes presentes en la fase gaseosa, o contaminarse indirectamente por
contacto con los materiales porosos ya contaminados con los que esta en contacto directo
(madera de las barricas) (Chatonnet, 2004).

Otra caracteristica importante a destacar, en particular del TCA, es que es un
compuesto inocuo, inofensivo; su presencia en los vinos genera un deterioro en el aspecto

sensorial lo que provoca que no puedan ser consumidos, pero no implica toxicidad alguna.

Punto de Punto de Presion de Log P  Solubilidad Cte. de
Molécula Ebullicién Fusion vapor octanol/ enagua Henry
°C °C 10°mm Hg agua mg/L
760 mm Hg 760 mm Hg
TCA 241 61 0,228 10,0 130,000
TBA 298 88 0,644 3,69 1,0 20,200
TeCA - 84 3,190 4,18 1,4 96,100
PCA - 108 0,592 4,09 0,4 1930,00

Tabla 3: Caracteristicas fisico-quimicas de los haloanisoles (Chatonnet, 2004)

11.2.4.1 Consecuencias de su presencia

A lo largo de la historia de la humanidad se han propuesto numerosas clasificaciones
de los diferentes olores. El intento mas antiguo se lo debemos al filésofo Platdn, quien clasificd
los olores en agradables y desagradables. De acuerdo a esta clasificacién, el 2,4,6-TCA es una
sustancia con olor desagradable; disuelto en agua pura (insipida e inodora) es facilmente
reconocible por su olor mohoso a partir de una concentracién umbral, mas alta en la poblacién
en general (89 ng/L), que en catadores entrenados (3-4 ng/L). La presencia de
concentraciones elevadas por encima del umbral arruina las caracteristicas sensoriales del
vino. Para comprender el efecto completo de esta sustancia sobre el vino, es conveniente
hacer un breve repaso del funcionamiento del sentido del olfato.

Todo receptor sensorial debe ser considerado como un transductor de energia, es
decir, una estructura que capta un determinado estimulo y convierte su energia natural en
cambios de potencial eléctrico en la membrana plasmatica de la célula receptora, éste es el
“lenguaje” que utiliza nuestro sistema nervioso. Los receptores olfatorios pertenecen al gran
grupo de los quimiorreceptores, que informan al sistema nervioso central acerca de la

presencia en el medio de determinadas sustancias quimicas. Asi, el olfato es un sistema de
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deteccién quimica de sustancias volatiles, presentes en el aire respirado y que, a diferencia de
otros quimiorreceptores, da lugar a una serie de sensaciones conscientes.

Los receptores olfatorios son neuronas diferenciadas, localizadas en la parte superior
de la cavidad nasal, en el epitelio olfatorio, cuya superficie estd cubierta de mucus. Las células
de este epitelio tienen una serie de cilios que son el lugar en el que se lleva a cabo la
interaccion entre las moléculas de la sustancia odorifera y la neurona receptora. Estas
neuronas tienen un axdn, relativamente corto, que asciende y penetra en el interior del crdneo
a través de la lamina cribosa del hueso etmoides, y hace sinapsis con neuronas secundarias de
la via olfatoria en los denominados bulbos olfatorios, parte ya del encéfalo. El conjunto de

axones de estas neuronas forman el nervio olfatorio (Fig. 20).
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Figura 20: Esquema de la localizacion y ultra estructura del epitelio olfatorio en humanos

(Palacios Garcia & San Roman, 2014)

En la membrana de los cilios, estas neuronas poseen una gran variedad de receptores
de membrana, proteinas que reconocen de manera especifica las diferentes sustancias
odoriferas. Luego de la unién de la molécula con su receptor, se desencadenan fendémenos de
sefializacion intracelular, que se inician por activacién de una proteina G heterotrimérica, que
a su vez es responsable de la activacidn de la adenilil ciclasa, una enzima ligada a la membrana,
que cataliza la sintesis del mensajero intracelular AMP ciclico (cCAMP) a partir de ATP. Sigue

ahora el proceso de transduccidn que consiste en la uniéon de este cAMP con la porcidn
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intracelular de canales catidnicos inespecificos, conocidos como CNG (Cyclic Nucleotides —
Gated Channels), promoviendo su apertura.

Aunque hay muchas dudas acerca de las concentraciones extracelulares de cationes en
el mucus que recubre los cilios, la apertura de estos canales CNG implica necesariamente la
entrada a la célula de cargas positivas, en forma de iones Na*, Ca®*y K* que en su conjunto, van
a provocar la despolarizacién de la membrana plasmatica. Secundariamente, la entrada de Ca**
provoca un incremento de la concentracién citosélica de este catién, que serd ahora capaz de
unirse y activar a otro tipo de canales, en este caso anidnicos, los CACC (Calcium — Activated
Chloride Channels), por lo cuales saldra Cl*; esta salida de cargas negativas contribuye también
a la despolarizacién de la membrana. Si la despolarizaciéon de la membrana de los cilios es lo
suficientemente intensa, la neurona olfatoria producird potenciales de accién, que se
propagardn sin disminucion a través de toda la membrana plasmatica, incluyendo la del axdn,
enviando asi el correspondiente mensaje al sistema nervioso central e informandole de la

presencia de esa sustancia odorifera en la cavidad nasal (Palacios Garcia & San Roman, 2014).
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Figura 21: Esquema del proceso de transduccion sensorial en receptores olfatorios

(Palacios Garcia & San Roman, 2014)

Existe un cambio radical en la forma en la que debemos considerar las acciones del
2,4,6-TCA sobre el sentido del olfato. Utilizando como modelo experimental neuronas
olfatorias de salamandra, cuyo tamafio es muy superior a las de los mamiferos, lo que facilita
su manejo en el laboratorio y métodos electrofisiolégicos (técnica de patch — clamp,
“pinzamiento de membrana”), se ha puesto de manifiesto que hay un potente efecto inhibidor
del 2,4,6-TCA sobre el flujo de cationes a través de los canales CNG, que se mantiene durante

cerca de un minuto tras la exposicién a esta sustancia. Este efecto implica, por lo tanto, que
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esta molécula no sélo da lugar a sensaciones olfatorias desagradables al interaccionar con
algunas neuronas olfatorias, sino que ademas da como resultado general una inhibicién de la
transduccion olfatoria en todos los demads receptores. Entonces, el 2,4,6-TCA dificulta, de
forma transitoria, nuestra capacidad para detectar, por medio del olfato, la presencia de otras
sustancias voldtiles en la cavidad nasal. En presencia de moléculas de 2,4,6- TCA éstas se unen
a sus receptores especificos en las neuronas olfatorias, pero en esa unién no produce el flujo
de cationes a través de los CNG lo suficientemente intenso como para convertirse en sefiales
nerviosas. Nuestro sistema nervioso central no recibe ninguna informacién acerca de la
presencia de otra sustancia si al mismo tiempo esta actuando el 2,4,6-TCA sobre los CNG, se
induce un estado transitorio de “ceguera olfatoria”.

Los fendmenos de “inhibicién cruzada” son frecuentes en muchos sistemas
sensoriales, por ejemplo en el tacto o la visién, pero su existencia en el sentido del olfato no
habia sido descripto hasta muy recientemente.

Las acciones inhibidoras del 2,4,6-TCA sobre los GNC se ejercen de manera significativa
a concentraciones bastante inferiores a los limites de deteccidn de esta sustancia, no sélo en la
poblacién general, sino también en los expertos entrenados. Se han detectado respuestas
inhibidoras a concentraciones tan bajas como un aM (attomolar = 10 mol/dm® 107"
mol/m?). Ademas, el efecto del 2,4,6-TCA es dependiente de su concentracion, logrando
inhibiciones muy marcadas de la actividad de los CNG a concentraciones elevadas. Esto puede
explicar, al menos de forma parcial, porqué los vinos contaminados con anisoles, al mismo
tiempo de parecer neutros en cuanto a aromas, no huelen mas que a humedad o a moho,
desapareciendo por completo cualquier otro aroma positivo, como los recuerdos a fruta o a
madera tostada. Esto implica que el 2,4,6-TCA, a concentraciones a las que su presencia no
resulta detectable por el olfato humano, es capaz ya de inhibir la sensibilidad olfatoria a otras
sustancias diferentes y, por lo tanto, no es dificil imaginar las consecuencias que esto puede
tener al momento del consumo de un vino contaminado con pequefias concentraciones.
Existen referencias bibliograficas en las que se describe este efecto negativo de bajas
concentraciones de anisoles en vinos, en los que gran parte de sus aromas caracteristicos
parecen haber desaparecido.

El 2,4,6-TCA ejerce un efecto supresor mucho mas potente sobre los canales CNG (100
— 1000 veces mas) que otros agentes que funcionan como enmascarantes olfativos muy
conocidos y ampliamente usados en perfumeria, como el geraniol. Esto puede explicar el
aroma potente y embriagador que desprenden algunos vinos de la variedad Moscatel, ricos en

geraniol.
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Debido al caracter lipofilico del 2,4,6-TCA (cuantificado por su coeficiente de reparto
en octanol/agua a pH 7,4) y a que la cinética de su efecto inhibidor no se ajusta a una
ecuacion de Michaelis — Menten, sino a una regresion logaritmica, se deduce que el efecto
sobre los CNG estd mediado por la inclusion del 2,4,6-TCA en la bicapa lipidica de las
membranas plasmaticas de las células receptoras, desde donde, de alguna forma se altera la
conductancia y/o el mecanismo de compuerta de los CNG.

Es importante aclarar que son demasiadas las diferencias interespecificas como para
asumir que los efectos del 2,4,6-TCA observados en las neuronas olfatorias de un anfibio son
directamente extrapolables a nuestra especie. Seran necesarias entonces mads investigaciones
para elucidar la eventual implicacion de este fenédmeno en el olfato humano (Takeuchi, et al.,

2013).

Inhibicion relativa

n-u LA | LWL | LELELELY | L LA | LELELEY |

102 10" 10" 10°  10° 107 10°
[TCA] (M)

Figura 22: Medidas de intensidad de corriente eléctrica y efecto supresor por la molécula de TCA sobre receptores
olfatorios de salamandra. El punto rojo indica el umbral de deteccidn olfatoria tipico en catadores entrenados, y

el punto azul el de la poblacién en general (Takeuchi, et al., 2013)

De todos los érganos de los sentidos, el olfato se distingue por la eficacia con la que se
adapta al estimulo. Esto se debe a que, cuando las células olfatorias se han “acostumbrado”

(fendmeno de adaptacién de los receptores sensoriales) a la presencia de una determinada
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molécula odorifera, disminuyen paulatinamente su respuesta, hasta que cesan de transmitir al
cerebro la informacidn sobre su presencia. Esta capacidad para dejar de percibir un olor puede
constituir una limitacion muy importante para el descubrimiento de una eventual
contaminacion en la bodega. En el caso de estar sometidos de forma continua al impacto de
una atmodsfera contaminada por 2,4,6-TCA, dicha molécula va a conseguir con su constante
presencia una adaptacion del sentido del olfato, no emitiéndose sefales que avisen de su
presencia, por lo que pasard desapercibida sin emitir sefiales de alarma que nos obliguen a
corregir el grave problema que sufre el ambiente de la bodega. Esto se debe a que la
percepcidn olfativa de ciertos agentes quimicos puede estar alterada por contactos previos a
los mismos, desarrollandose tolerancia cuando la exposicién a un producto hace que
disminuya la respuesta a exposiciones posteriores. En resumen, el 2,4,6-TCA consigue que nos
acostumbremos a su presencia sin molestarnos.

La presencia de contaminantes en la bodega constituye un serio problema que puede
afectar a la calidad de los vinos. Debido a su condicién hidroalcohdlica, el vino absorbe muy
facilmente cualquier contaminante capaz de volatilizarse a bajas temperaturas y viajar por la
humedad relativa. La concentracién de sustancias de olores desagradables en materiales
albergados en una atmédsfera contaminada puede aumentar con el tiempo, y nuestro sistema
sensorial olfativo no nos permite detectar el problema, por lo que se hace necesario un
estricto control ambiental de los lugares sensibles de la bodega (Palacios Garcia & San Roman,

2014).

11.3 Hipétesis de trabajo

Es posible minimizar la contaminacién del vino con haloanisoles implementando
medidas sanitarias tanto en materiales que ingresan a la bodega: corchos, maderas; como en

la atmdsfera, tierras de filtracion, placas de filtracion.

11.4 Objetivos

11.4.1 Objetivo general

e Recopilar informacién a fin de identificar y proponer medidas sanitarias

tendientes a impedir la contaminacién de vinos con haloanisoles.
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11.4.2 Objetivos particulares

e Identificar y proponer estrategias de trabajo que eviten el desarrollo de
hongos filamentosos en el ambiente general de la bodega, en base al

conocimiento de las condiciones que lo favorecen.
e Identificar y proponer estrategias de trabajo que eviten la sintesis de

haloanisoles por hongos filamentosos (Trichoderma longibrachiatum), en base

a las condiciones necesarias para que éstos se produzcan.
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111.1 Produccién de haloanisoles

111.1.1 Precursores y biosintesis: mecanismos probables

Se han propuesto distintos mecanismos de reaccidn a fin de dar explicacién al origen
de los haloanisoles. El estudio se ha centrado principalmente en torno al 2,4,6-TCA. Los

hipotéticos mecanismos para su formacién son los siguientes:

1- Catabolismo de fenoles altamente clorados. El pentaclorofenol (PCP) y el 2,3,4,6-
tetraclorofenol (2,3,4,6-TeCP), son muy téxicos, su metilacion seguida de
deshalogenacién para dar anisoles, seria un método de detoxificacion (Feltrer

Martinez, 2009).

OCH:s
Pentaclorofenol (PCP) 2,4,6-Tricloroanisol (2,4,6-TCA)
OCH;
2,3,4,6-Tetraclorofenol (TeCP) 2,4,6-Tricloroanisol (2,4,6-TCA)

Figura 23: Produccion de 2,4,6-Tricloroanisol a partir de Pentaclorofenol y 2,3,4,6-Tetraclorofenol

(Feltrer Martinez, 2009)

El pentaclorofenol es un compuesto producido mediante sintesis quimica, por
cloracion de fenol. Ya en 1936 se producia a escala industrial y se estima que en el
afio 1970 se producian anualmente 100.000 toneladas a nivel mundial, un 25 % de
las cuales se manufacturaban en USA, donde era uno de los plaguicidas mas
utilizados. Por su efectiva accion toxica se empled como biocida de amplio

espectro, para preservacion de la madera y como aditivo en pinturas, solventes y
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barnices. Posteriormente a su utilizacién masiva se descubrié su toxicidad
sistémica al alcanzar concentraciones en sangre y orina de humanos por encima de
1 ppm, niveles que se podian superar principalmente a través de la ingestion de
alimentos contaminados y por exposicidn. Desde el aino 1984, la adquisicién y el
uso del pentaclorofenol se limitdé a personas autorizadas, pero debido a su uso
generalizado durante los afios anteriores es hoy un contaminante que se
encuentra repartido en tierra, agua, aire y en todo tipo de organismos vivos, ya
gue por su estabilidad se acumula en los todos los habitats. En la actualidad el uso
de pentaclorofenol estd muy restringido, pero sigue estando autorizado en
instalaciones industriales (no permitiéndose sus emisiones en cantidades
superiores a las indicadas por la legislacién vigente), para el tratamiento de
maderas que no vayan a ser utilizadas en establecimientos o contenedores de uso
alimentario, como impregnante de fibras y textiles (no para prendas de vestir), y

en casos excepcionales (Palacios Garcia & San Roman, 2014).

OH OCHs
Cl Cl Cl Cl

Cl Cl
Cl Cl

Figura 24: Moléculas que representan al precursor 2,3,4,5,6-pentaclorofenol (PCP) y al producto final,

el 2,4,6-tricloroanisol (TCA) (Palacios Garcia & San Roman, 2014)

2- Deshalogenacion. El 2,4,6-TCA se sintetizaria por la eliminacion de atomos de

cloro de anisoles altamente clorados.

OCHs OCH;
Cl Cl Cl Cl
—-
ClI Cl
Cl Cl
Pentacloroanisol 2,4,6-Tricloroanisol (2,4,6-TCA)
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OCH3 OCH;
Cl Cl Cl Cl
—-
Cl
Cl Cl
2,3,4,6-Tetracloroanisol (2,3,4,6-TeCA) 2,4,6-Tricloroanisol (2,4,6-TCA)

Figura 25: Produccion de 2,4,6-Tricloroanisol a partir de Pentacloroanisol y 2,3,4,6-Tetracloroanisol

(Feltrer Martinez, 2009)

Sin embargo, segun algunos autores, las dos hipdtesis mencionadas hasta ahora
son las menos probables. La deshalogenacién es reductora, ocurre en ausencia de
oxigeno, y la degradacidn aerobia de precursores altamente clorados ocurriria por
una deshalogenacion oxidativa catalizada por enzimas monooxigenasas dando

lugar a quinonas como intermediarios que no pueden producir 2,4,6-TCA.

3- Biohalogenacién. Los cloroanisoles podrian formarse a partir de anisol
(metoxibenceno) por un proceso de cloracidon, que seria un mecanismo de
detoxificacién que algunos microorganismos poseerian para eliminar dtomos de
cloro presentes en el ambiente. Asi se originarian los cloroanisoles en la etapa de
lavado con hipoclorito que se realiza durante la fabricacion del tapdn de corcho,
por esto actualmente el bafio clorado ha sido reemplazado, aunque ahora

sabemos que esta técnica sdlo constituye un factor agravante.

OCHs OCHs
Cl Cl
—
Cl
Anisol (metoxibenceno) 2,4,6-Tricloroanisol (2,4,6-TCA)

Figura 26: Produccion de 2,4,6-Tricloroanisol a partir de Anisol (Feltrer Martinez, 2009)
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4- Sintesis del nucleo fendlico y posterior cloracién y metilaciéon. El nicleo fendlico
se podria formar a partir de glucosa, que a través de la ruta de las pentosas fosfato
originaria acido shiquimico (acido 3,4,5-trihidroxi-1-ciclohexenoico), precursor del
fenol, el que seria clorado para dar 2,4,6-TCP. Este compuesto seria metilado para
su detoxificacion por medio de una actividad metiltransferasa, en presencia de
acido folico como cofactor y S-adenosilmetionina (SAM) como donador de grupos
metilo (Feltrer Martinez, 2009).

La ruta del acido shiquimico es responsable de la biosintesis de la mayoria de los
fenoles. Estd presente en plantas, hongos y bacterias, pero no en animales.
Convierte los precursores de la glicélisis y de la ruta de las pentosas fosfato en
aminodacidos aromaticos. La glucosa es el precursor de compuestos de importancia
a través de su intermediario clave, el acido shiquimico. Este compuesto fue aislado
en 1885 de un arbol japonés shikimi-no-ki, y su intervencion en la bioformacién de
fenoles naturales fue establecida en 1955. La ruta metabdlica que conduce al acido
shigquimico involucra un intermediario de siete &tomos de carbono proveniente de
la condensacion de fosfoenolpiruvato y eritrosa (Nelson & Cox, 2009).

En resumen, en esta sintesis estan involucrados los siguientes pasos:

-Obtencién de fosfoenolpiruvato (Glicdlisis) (Fig. 27)

-Obtencién de eritrosa-4-fosfato (Via de las pentosas fosfato) (Fig. 28)
-Bioformacion del acido shiquimico y compuestos analogos (Fig. 30)

-Biosintesis de los aminodacidos aromaticos (Ruta del prefenato) (Figs. 29 y 31)
-Obtencién de fenoles simples (Fig. 32)

-Obtencién del compuesto metilado, después de clorado (Fig. 33)

Figura 27: Glicdlisis, obtencién de fosfoenolpiruvato (Nelson & Cox, 2009)
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oxidative reactions of
pentose phosphate pathway

- - - N = - e
e ~
Ribose Sedoheptulose Fructose Glucose
5-phosphate T-phosphate 6-phosphate . 6-phosphate
1 phosphohexose
CPImMEerase l isomerase
transketolase transaldolase
Xylulose Glyceraldehyde rythrose Fructose
S-phosphate 3-phosphate 4-phosphate 6-phosphate
fructose 1,6-
hisphosphatase
aldolase

transketolase triose phosphate

1IS0IMErass

Xylulose
5-phosphate Glyceraldehyde
3-phosphate

Figura 28: Via de las pentosas fosfato, obtencidn de eritrosa-4-fosfato (Nelson & Cox, 2009)

Phosphoenolpyruvate
_I_
Erythrose 4-phosphate

/ \ N\

Phenylalanine Tyrosine Tryptophan

|

Tyrosine

Figura 29: Esquema de la biosintesis de aminodcidos aromaticos (Nelson & Cox, 2009)

El acido shiquimico es precursor de diversos intermediarios metabdlicos
aromaticos, tales como los aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina vy

triptéfano (Nelson & Cox, 2009).
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Figura 30: Bioformacién del acido shiquimico y compuestos analogos (Nelson & Cox, 2009)

El acido shiquimico se biosintetiza originalmente del fosfoenolpiruvato y la
eritrosa-4-fosfato para formar el precursor denominado 3-deshidroquinato.

Ademas, puede producir por una via enzimdtica de tres pasos uno de los
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metabolitos mds importantes de la ruta del acido siquimico, el corismato (Nelson

& Cox, 2009).
OO
.x‘l*.;._ 'ﬁ:Hz
[H_h _,L-U—C—GLHJ Chorismate
HO H
o0C CH.—C—CO0
x|
"ﬁ “ 0 Prephenate
NAD' -, HO 'H
NADH + H* . N~
CO, . ®-\{U + OH
{"]' t"l
CHy=—C=—C00) CHy=—C=—C000)
) ]
Ix l 4-Hydroxyphenyl- || . ] Phenylpyruvate
HT .. pyruvate T
OH
aming- |~ Glutamate aming- |~ Glutamate
1ri|:|.“||'|-|"-|' |ri|:|.“||'|-|.“|'l
“+ a-Ketoglutarate =+ a-Ketoglutarate
0 0
NH;
CHy=CH=COD CHy=—CH=COD
)
Tyrosine Phenylalanine

Figura 31: Ruta del prefenato: biosintesis de los aminoacidos aromaticos (Nelson & Cox, 2009)

Las rutas de los aminoacidos aromaticos L-fenilalanina y L-tirosina a partir de
prefenato suelen variar de acuerdo al organismo, y puede operar mas de una ruta
en una especie. Implica tres tipos de reacciones: transaminacién, aromatizacion
descarboxilativa e hidroxilaciones, lo que cambia en los organismos es el orden en
el que se llevan a cabo.

La L-fenilalanina y la L-tirosina pueden dar origen a una amplia gama de

metabolitos secundarios. El primer paso es la eliminacion del nitrégeno de la
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fenilalanina en forma de amonio para generar cinamato, por medio de la

fenilalanina amonio liasa (Nelson & Cox, 2009).

CH, —CH—COO"
"NH;

Phenylalanine

phenylalanine
ammonia \..

lyasze

NH,

CH;=CH—COO"

Cinnamate

\

Fenoles simples

Figura 32: Obtencidn de fenoles simples (Nelson & Cox, 2009)

OH OCHs3
ClI Cl
cloracion
metilacion
Cl
Fenol 2,4,6-Tricloroanisol (2,4,6-TCA)

Figura 33: Obtencidn del compuesto metilado, después de clorado (Feltrer Martinez, 2009)

Desde el punto de vista quimico, la halogenacidn del fenol y del anisol (ver en item

3), son muy factibles. Los grupos hidroxilo (HO -) y alcoxi (RO - ; metiloxi, en este
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ultimo caso: CH;O -) activan el anillo en tal grado que la halogenacién (bromacién)

ocurre con rapidez, aln en ausencia de un catalizador (Carey, 2006).

5- Biometilacion a partir del precursor clorofendlico correspondiente. Se ha
propuesto también que los anisoles podrian formarse directamente por
biometilacion a partir de clorofenoles. Los clorofenoles podrian tener su origen en
la contaminacién ambiental debido a su uso como pesticidas, herbicidas vy
preservadores de la madera que han sido utilizados durante décadas y que se han
convertido en contaminantes generalizados en cualquier ecosistema. Este hecho
se agrava por la elevada resistencia de estos compuestos a la degradacién, lo que
origina que permanezcan en los ecosistemas durante largos periodos (Feltrer

Martinez, 2009).

OH OCH.
ClI Cl Cl Cl
-
ClI Cl
2,4,6-triclorofenol (TCP) 2,4,6-tricloroanisol (2,4,6-TCA)

Figura 34: Biometilacion del 2,4,6-triclorofenol (Feltrer Martinez, 2009)

Los halofenoles mdas ampliamente utilizados por el hombre son los clorofenoles y
los bromofenoles. Estos compuestos se transforman en anisoles por la accién de
determinados microorganismos, fundamentalmente hongos filamentosos.

Los clorofenoles no son sustancias creadas por la naturaleza, sino que han sido
producidos artificialmente por el hombre. El pentaclorofenol (PCP) y el 2,4,6-
triclorofenol (2,4,6-TCP, o TCP) son dos de los pesticidas mas empleados. Ademas
las preparaciones de PCP suelen contener 2,3,4,6-tetraclorofenol (2,3,4,6-TeCP, o
TeCP).

Su amplio uso se debe a una serie de factores:

-Son faciles de sintetizar para las industrias quimicas.

-Son baratos.

-Son liposolubles, por lo que atraviesan las membranas de los seres vivos, y

producen rapidamente la muerte de los microorganismos dafiinos.
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-Son muy toxicos (Tabla 4). Su toxicidad se debe a la capacidad para destruir las
proteinas y el material genético de los seres vivos, lo que aumenta su eficiencia.
Una pequeiia cantidad puede ocasionar la muerte de un ndmero importante de

microorganismos dafiinos.

2,4,6- 2,3,4,6- Pentaclorofenol
Triclorofenol Tetraclorofenol (PCP)
(2,4,6-TCP) (2,3,4,6-TeCP)
DL 5, oral en ratas, 820 mg/kg, 140 mg/kg, 50 mg/kg,
clasificacién ligeramente moderadamente altamente
toxico toxico toxico

Tabla 4: Toxicidad de clorofenoles, segin Ullmann, 1986 (Rubio Coque, et al., 2005)

El empleo de clorofenoles estd actualmente prohibido en Europa ya que se
sospecha que son cancerigenos. Sin embargo, continlan siendo utilizados en
paises en desarrollo (Asia y Africa).

Algunos autores proponen que los clorofenoles podrian formarse durante el
proceso de cloracién del agua mediante la reaccién del hipoclorito sdédico con
fenoles disueltos, también se ha sugerido que en el corcho podria formarse
durante el blanqueo de los tapones (prdctica hoy en desuso) (Rubio Coque, et al.,

2005).

OH OH OH OH OH
Cl Cclt <l Cl
HCIO HCIO HCIO
- + - -
Cl Cl Cl

Figura 35: Mecanismo de formacidn del 2,4,6-triclorofenol a partir de solucién clorada en un entorno

acido y al entrar en contacto con nucleos fendlicos (Chatonnet, 2004)

En la actualidad se conocen microorganismos conocidos por su capacidad para
producir derivados organohalogenados, particularmente clorofenoles, que poseen
una actividad enzimatica del tipo cloroperoxidasa (CPO). Los cloruros (ClI) no
pueden ser oxidados a acido hipocloroso (HCIO) directamente por los peracidos o
los perdxidos clasicos (acido peracético, perdxido de hidrogeno), la reaccidon debe

ser catalizada por el sistema enzimdtico del microorganismo mencionado,
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pudiendo ser intra o extracelular. Pero esta fuente de anisoles es poco relevante
(Palacios Garcia & San Roman, 2014).

Luego de los clorofenoles, los compuestos mas usados son los bromofenoles,
especialmente el 2,4,6-tribromofenol (2,4,6-TBP, o TBP). Son producidos en
grandes cantidades por las industrias quimicas, se emplean en pinturas, barnices,
elementos plasticos y también como fungicidas. Aunque también se encuentran en

la naturaleza.

111.1.2 Precursores y biosintesis: mecanismo comprobado

El Unico mecanismo efectivo para explicar la formacidon de cloroanisoles a niveles
detectables supone la transformacion del TCP por biometilacién en TCA. Esta transformacion
es llevada a cabo por una variedad de microorganismos, principalmente hongos filamentosos,
gue poseen una enzima llamada clorofenol O-metiltransferasa (CPOMT), que metila un amplio
rango de halofenoles incluyendo clorofenoles, bromofenoles y yodofenoles, produciendo los
haloanisoles correspondientes siendo: TCA, TeCA, PCA y TBA, los que afectan al vino (Rubio

Coque, et al., 2005).

OH OCH;
Cl Cl Cl C

O-metilacién

clorofenol
O-metiltransferasa

(CPOMT)
Cl Cl

Figura 36: Mecanismo de formacién de 2,4,6-tricloroanisol por Trichoderma longibrachiatum a partir de 2,4,6-
triclorofenol mediante una reaccion de O-metilacidn catalizada por la enzima clorofenol O-metiltransferasa

(CPOMT) (Chatonnet, 2004)

Los clorofenoles han sido usados como fungicidas y pesticidas precisamente por su
elevada toxicidad. Cuando un hongo filamentoso entra en contacto con estos compuestos
procede a su inactivacion, es decir, producir la detoxificacion; ya que de lo contrario podria

morir o sufrir dafos severos que afecten su fisiologia. La alta reactividad de los clorofenoles, y
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su toxicidad, se debe al débil caracter acido del grupo hidroxilo, que es capaz de reaccionar con

las proteinas y los acidos nucleicos generando un deterioro grave y a veces irreversible para la

célula (Feltrer Martinez, 2009).

Para llevar a cabo la detoxificacion los hongos han desarrollado dos estrategias

diferentes.

1-

Cuando la célula fungica entra en contacto con el TCP como mecanismo de
defensa produce un tipo de enzimas oxidativas (por ejemplo lacasas y peroxidasas)
qgue son secretadas al exterior de la célula para degradar alli los clorofenoles,
oxidandolos primero a quinonas y luego a diéxido de carbono (usando el oxigeno
como aceptor de electrones), evitando asi que entren en el organismo y causen

algun dano (Rubio Coque, et al., 2006).

OH
lacasa

+ 0 - + H0

OH 0

Figura 37: Reaccion tipica de las lacasas sobre sustratos fendlicos. (Enzimas pertenecientes al grupo de las oxidasas:

catalizan la oxidacidn de un sustrato organico o inorganico y la reduccién de oxigeno molecular a agua por

2-

transferencia de un electrén) (Nelson & Cox, 2009)

Sin embargo, como los clorofenoles son compuestos liposolubles pueden llegar a
atravesar la pared y la membrana celular del hongo para alcanzar su interior donde
pueden destruir irreversiblemente proteinas importantes o incluso su material
genético (ADN). Ante esta amenaza el sistema defensivo fungico comienza la
produccién de clorofenol O-metiltransferasa (CPOMT), que es la responsable de
transformar el TCP toxico en TCA, un compuesto inocuo, inofensivo. Luego este
compuesto es excretado de la célula y, debido a su caracter lipdfilo, se adhiere al
corcho, la madera o cualquier otro material sobre el que el hongo esté creciendo.

Este mecanismo de defensa es muy comun en los hongos filamentosos, la mayoria
de los hongos presentes en el corcho o en las bodegas pueden sintetizar anisoles.
Ademas, la enzima clorofenol O-metiltransferasa (CPOMT) puede actuar sobre

distintos sustratos: clorofenoles y bromofenoles. Por lo tanto esta enzima es la
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responsable de la formacidn de todos los anisoles, cloroanisoles y bromoanisoles,

gue contaminan al vino (Rubio Coque, et al., 2005).

111.1.2.1 La clorofenol O-metiltransferasa (CPOMT)

111.1.2.1.1. Caracteristicas

La superfamilia de las metiltransferasas (Enzyme Commission numbers, EC 2.1.1-)
incluye una gran cantidad de grupos con diferentes sustratos de actuacion y que estdn
relacionadas en funciones completamente dispares, desde la metilacion del ADN hasta la
modificacién de aminodcidos. Comprende un importante nimero de proteinas con una gran
heterogeneidad en cuanto a funciones y estructuras. En este caso particular, nos encontramos
ante una enzima capaz de transferir grupos metilo a compuestos de origen fendlico (Feltrer
Martinez, 2009).

La enzima clorofenol O-metiltransferasa (CPOMT) de Trichoderma longibrachiatum es
inducible por la adicién de clorofenoles con al menos dos d4tomos de cloro, siendo esta
induccién mayor con la adicién de 2,4,6-triclorofenol. Es posible que el cardcter inducible de la
enzima de Trichoderma longibrachiatum proporcione al hongo alguna ventaja, ya que tal vez
resulte en una respuesta mas fuerte frente a clorofenoles en un tiempo mas corto, con la
posibilidad de poder modular la intensidad de la respuesta y el consiguiente ahorro energético
para la célula. Trichoderma longibrachiatum posee niveles bajos de esta metiltransferasa. El
efecto inductor parece ser independiente de las condiciones nutricionales del cultivo. El pH
Optimo de la enzima se sitla entre 8,2 — 8,5. La reaccién transcurre de manera lineal durante
las cuatro primeras horas (Chatonnet, 2004).

Los clorofenoles actuan desregulando la fosforilacion oxidativa al intercalarse en las
membranas mitocondriales y romper los gradientes de protones, lo que conduce a un
considerable estrés oxidativo para la célula. Dado que no son compuestos naturales, se podria
derivar que la actividad clorofenol O-metiltransferasa es en realidad una actividad secundaria
o no especifica de una metiltransferasa relacionada con la biometilacion de otros sustratos
fisiolégicos que todavia no se han identificado. Se ha optimizado el método de purificacion de
la enzima clorofenol O-metiltransferasa (CPOMT) de Trichoderma longibrachiatum lo que
permitié obtener cantidades suficientes de proteina y determinar la secuencia de aminodcidos
de varios péptidos internos mediante analisis por huella peptidica y doble espectrometria de
masas. La proteina CPOMT de Trichoderma longibrachiatum muestra alta homologia con

numerosas metiltransferasas del tipo Il de hongos. Ademas se han encontrado tres dominios
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conservados de metiltransferasas SAM (S-Adenosil metionina) dependientes en su secuencia.
Estos datos nos permiten concluir que la enzima CPOMT es una O-metiltransferasa.

La enzima CPOMT es una proteina de 468 aminodacidos, con una masa molecular
deducida de 52,4 kDa (Feltrer Martinez, 2009). En su forma nativa tiene una masa molecular
de 112.000 Da (112 kDa), mientras que el tamafio en condiciones desnaturalizantes es de
52.500 Da (52,5 kDa), lo que indica que es un dimero. La reaccion catalizada por esta enzima es
altamente especifica de fenoles halogenados, siendo el 2,4-diclorofenol el compuesto metilado
con mayor eficiencia (Tabla 5). La clorofenol O-metiltransferasa metila de mayor a menor
eficiencia los sustratos TCP, TBP y 2,4,6-triiodofenol (2,4,6-TIP, o TIP), mientras que no metila
2,4,6-trifluorofenol (2,4,6-TFP, o TFP). Por lo tanto desarrolla una mayor actividad frente a

clorofenoles que frente a fenoles halogenados con bromo, iodo o flior (Chatonnet, 2004).

Sustrato Grado de metilacién
2,4-diclorofenol 100,00
2,4,6-triclorofenol 59,91
2,4,6-tribromofenol 12,98
2,4,6-triiodofenol *
2,4,6-trifluorofenol 0

Tabla 5: Especificidad de sustratos de la enzima CPOMT. Los datos son relativos respecto al sustrato metilado con
mas eficiencia (2,4-DCP), al que se le atribuyd un valor arbitrario de 100. *El sustrato 2,4,6-TIP fue metilado pero la

cuantificacion del producto 2,4,6-TIA no fue posible (Chatonnet, 2004)

111.1.3 Soportes para su formacidon y contaminacion

El corcho es un biopolimero de origen vegetal que se obtiene de la corteza externa del
alcornoque, Quercus suber L.

Tiene como principales propiedades una baja densidad, una gran elasticidad,
impermeabilidad, adherencia y compresibilidad. Ademas es compacto, resistente y se puede
considerar inalterable.

El encuentro mas célebre entre el corcho y el mundo de la ciencia ocurrié en el siglo
XVIII cuando el fisico inglés Robert Hooke obtuvo la primera imagen microscépica de las células
gue componen la corteza del alcornoque.

En este siglo el corcho comienza a utilizarse de manera regular en la industria. En la
actualidad la principal aplicacién del corcho es la fabricacidn de tapones para botellas de vino.

Sin embargo, la importancia del tapdon de corcho se ha visto minimizada por el

problema conocido como “cork taint” o contaminacion del corcho, por el cual el tapdn seria el
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Unico responsable de contaminar el vino con metabolitos de origen microbiano que le
confieren olores y sabores desagradables que impiden su consumo.

La presencia de la pared celular es una de las caracteristicas de la célula vegetal. Es una
capa rigida que se localiza en la parte externa de la membrana plasmdtica y media en las
relaciones de la célula con su entorno, protege el contenido, da rigidez a la estructura de los
hongos y soporte a los tejidos de las plantas. En el alcornoque, existe ademds una pared
celular secundaria muy engrosada que es lo que conocemos como corcho.

El corcho es quimicamente un heteropolimero complejo compuesto por: suberina,
celulosa, ceras, polifenoles y polisacaridos.

La suberina es el componente mayoritario y el responsable de su elasticidad. Es una
mezcla de acidos fendlicos esterificados con acidos grasos de cadena larga, entre 14 y 30
atomos de carbono. Estos tienen caracter hidrofébico, por lo que aportan impermeabilidad. Se
ha encontrado también la presencia de moléculas de glicerol intercaladas entre los grupos
alifaticos y aromaticos de la suberina.

Dentro de los polifenoles el principal componente es la lignina (Figs. 38 y 39), polimero
constituido por restos fenilpropanoides unidos entre si por enlaces éter carbono — carbono. Se
caracteriza por su estabilidad y resistencia a la degradacioén, a la vez que actia como elemento
de soporte.

Otros polifenoles presentes en el corcho son los taninos, responsables de su
coloraciéon. Muchos de estos polifenoles se descomponen por la accién de microorganismos
razén por la cual se pueden encontrar fenoles de baja masa molar (Feltrer Martinez, 2009).
Como puede observarse en la imagen anterior, la molécula de lignina presenta una estructura
muy compleja, pocos microorganismos son capaces de llevar a cabo su degradacion, entre
ellos estan los hongos filamentosos (Granda, et al., 2005).

Los polisacaridos se localizan sobre todo en la pared celular y contribuyen a definir la
textura del corcho. Los mds importantes son la celulosa y la hemicelulosa. La celulosa es un
polimero lineal formado por unidades de B-D-glucopiranosa; las hemicelulosas son polimeros
de pentosas y hexosas asociados a celulosa y lignina en la pared celular.

Las ceras son componentes muy hidréfobos, que hacen que el corcho sea
impermeable; mezclas complejas de compuestos alifaticos, en su mayor parte alcanos de
numero impar de carbonos, entre 29 y 31 atomos.

Ademas el corcho esta constituido por agua, minerales, sales y glicerina.

El tejido suberoso no es homogéneo, estd atravesado en su interior por poros o

canales, que forman las lenticelas, rellenas de polvo rico en taninos.
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Figura 38: Precursores de la lignina (Granda, et al., 2005)
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Figura 39: Molécula de la lignina con sus grupos funcionales (Granda, et al., 2005)
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Como consecuencia de las caracteristicas quimicas y estructurales citadas, el corcho

tiene propiedades fisicas definidas que son el motivo de su utilizacion a lo largo de la historia:

Todas

Impermeabilidad total a los liquidos y parcial a los gases, lo que posibilita el
intercambio de gases y la evolucién del vino embotellado.

Compresibilidad y elasticidad, que dependen de la cantidad de agua presente
en el mismo.

Adherencia en contacto con una superficie lisa, como consecuencia de las
cavidades que actian a modo de ventosa, propias de su estructura.

estas particularidades hacen del corcho un material idéneo para el

embotellamiento del vino.

Desde el punto de vista microbiano, el corcho presenta un ecosistema muy complejo

en el que se pueden encontrar gran cantidad de microorganismos. A pesar de ser un material

que por sus propiedades tiende a limitar su crecimiento:

Baja concentracion de nutrientes. Sdlo aquellos microorganismos con
capacidad suberolitica, ligninolitica o capaces de degradar celulosas vy
hemicelulosas pueden acceder a compuestos metabolizables.

Baja actividad de agua. Lo que determina que el desarrollo se realice en la
superficie del corcho, en la mayor parte de los casos por hongos filamentosos,
gue si bien tienen capacidad invasiva, no penetran en profundidad.

Estos microorganismos se pueden dividir en dos grupos. Por un lado, los que
son saprofitos, es decir, que tienen capacidad para desarrollarse y crecer a
expensas del corcho. Y por el otro lado los que son naturales de otros nichos
ecoldgicos (suelo, material vegetal, etc.) y que aparecen como contaminantes
ocasionales.

Sin embargo, diferenciar entre ambos grupos es casi imposible. La mayoria de
los microorganismos aislados se encuentran en el corcho ya en el momento de
la extraccion del arbol, mientras que otros lo colonizan durante la etapa de
reposo, en el proceso de manufacturacion, en la bodega o durante el

almacenamiento en fabrica.

La microbiota del corcho es muy variada y podemos destacar la presencia de un

elevado numero de bacterias, hongos filamentosos y levaduras. Ademds se ve modificada en

funcién del origen, el tipo de muestra y las condiciones ambientales. Si bien el crecimiento de

los microorganismos tiene sus limitaciones, el corcho es capaz de soportar poblaciones

microbianas considerables (Feltrer Martinez, 2009).
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Si a esto se afade, ademas, la presencia de precursores (halofenoles), se dan entonces
todas las condiciones adecuadas para la produccién de las moléculas de haloanisoles. Asi,
varios estudios realizados indican que los tapones de corcho serian los responsables de
numerosos casos de contaminacion donde se pueden destacar dos situaciones diferentes:

- Eltapdn de corcho como elemento contaminante. En este caso el tapdn llega a
la bodega con un nivel importante de haloanisoles, proveniente ya sea del
propio alcornoque o contaminado durante su produccién en la fabrica.

- Eltapdn de corcho como elemento transmisor de una contaminacion existente
en la bodega. Ahora es un vehiculo de contaminacidn, pero el origen estd en
la bodega misma. Aqui el problema primario no es el tapon.

Resulta importante destacar que el tapdn de corcho sélo es capaz de ceder al vino TCA
en aquellas superficies que entran en contacto directo con él. Si la contaminacién se localiza
en la parte interna no pasa al vino.

El ingreso de TCA como consecuencia de contaminacion en la bodega sélo se produce
en los 2 mm externos, no penetrando hacia el interior del tapén.

Si el contenido de TCA de un tapdén es uniforme, entonces la contaminacion ha
sucedido durante un tiempo prolongado en el arbol.

Cuando se detecta un vino cerrado con tapdn de corcho y que presenta haloanisoles,
no siempre puede afirmarse que la fuente primaria es el corcho. Es necesario realizar andlisis

adicionales para descartar que el problema no sea del vino.

Figura 40: En un principio se creyd que la contaminacion por haloanisoles provenia sélo del tapén de corcho.

Foto: Alexandre Jaeger Vendruscolo (Laboratorios Excell Ibérica, 2010)
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Hay evidencias que sugieren que un porcentaje importante del total de
contaminaciones del vino por haloanisoles son atribuibles a otros elementos, observandose
vinos contaminados que no han entrado en contacto con el corcho.

Se han encontrado vinos con contenido de TCA, PCA y TeCA, donde la contaminacién
era de la madera de la bodega, que seguramente debié ser tratada con PCP o TCP como
fungicidas, y en el ambiente humedo de la bodega habrian sido convertidos a cloroanisoles por
hongos filamentosos (Rubio Coque, et al., 2005).

En relacidn a la contaminacién por TBA, se han citado diferentes situaciones:

- Vinos almacenados en barricas de roble o en cubas de acero inoxidable con
niveles apreciables de este metabolito, también manifestado en la atmédsfera
de la bodega y en las barricas de roble durante la maduracién del vino. La
fuente primaria de contaminacién, segun los expertos, estaria radicada en las
barricas, impregnadas con TBP, transformado en el haloanisol correspondiente
por mohos y transmitido via aérea a diferentes lugares de la bodega.

- En otro caso, el ambiente de la bodega con cantidades residuales de estos
compuestos, infecta las barricas nuevas y el vino. La estructura microporosa de
los materiales de la bodega representa una considerable superficie de
intercambio, los contaminantes se volatilizan poco a poco en el aire.

- Vinos envejecidos en barricas de roble fuertemente contaminadas, con altos
niveles de TBP encontrados en el recubrimiento de la madera de la bodega y
en la pintura blanca de las paredes. La via de entrada en la bodega habria sido
la pintura o la madera empleada en su construccidn. Luego de la intervencién
oportuna de los hongos filamentosos, las moléculas de haloanisoles se
propagarian afectando hasta los tapones de silicona utilizados para sellar las
barricas y por supuesto, también al vino.

Al igual que ocurre con los cloroanisoles, los materiales plasticos en general y las
resinas elastémeras de silicona en particular pueden adsorber facilmente el TBA, y en menor
medida el TBP, igual de hidréfobo pero menos volatil. EIl material a base de polietileno o de
poliéster, las juntas de caucho vulcanizado y los tapones de las barricas pueden fijar facilmente
los contaminantes del aire y cederlos después a los vinos. La presencia de importantes
cantidades de contaminantes en tapones de polietileno extrusionado (PET,
polietilentereftalato) almacenados en un ambiente viciado demuestra que es posible una
contaminacidon aeroldgica a gran distancia, a través de la atmdsfera y de los embalajes. Si bien
no se sabe en qué proporciones pueden migrar al vino los contaminantes adsorbidos por el

PET (Chatonnet, 2004).
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Figura 41: La contaminacidon ambiental se produce, especialmente, en salas de crianza y maduracidn donde se

guardan los vinos dirigidos a los mercados mas exigentes. Foto: Enrica Bressan (Laboratorios Excell Ibérica, 2010)

De manera similar al fendmeno que se da en los corchos, hay varias fuentes de
contaminacion de la madera de roble por el TCA, algunas impredecibles. El TCA afecta a las
duelas de la barrica en zonas muy limitadas sobre la superficie, que pueden alcanzar varios
milimetros de profundidad. Se cree que durante la fase de secado natural de las duelas de
madera podria haber una contaminacién con compuestos organoclorados indeseados. La
formacién quimica del TCP, derivado de biocidas organoclorados no deberia tener lugar en las
tradicionales condiciones de la toneleria, y su acumulacién es también poco probable.

Los andlisis efectuados en la madera de roble indican que el TCP tiene un origen
bioguimico. La capacidad de biometilacidn de los clorofenoles por la microflora de las duelas
de la madera ya es conocida, pero aln no se conoce el verdadero origen del intermediario que
conduce a la formacidn de TCP. Una posible hipotesis seria que en estas reacciones participen
enzimas del tipo clorofenoloxidasas (CPO), que catalizan la formacién de enlaces estables C —
Cl; en sitios activos separados proceden a clorar sustratos aromaticos, via acido hipocloroso
(HCIO). Se han propuesto varias posibilidades, pero los responsables de la formacién del
precursor del TCA en la madera de roble adn no se han identificado concretamente.

Si bien esta posibilidad de contaminacién de las barricas esta siendo tenida en cuenta
por los bodegueros, suele ser subestimada por los toneleros.

Como consecuencia de los estudios realizados, algunos especialistas opinan que si el
problema es ambiental, deberia buscarse una solucién tendiente a la eliminacién de los
clorofenoles y bromofenoles del medio (Chatonnet, et al., 2011).

La biotecnologia es una de las disciplinas actuales que mas se usa para resolver
complicaciones relacionadas con la industria y el medio ambiente. En este contexto, la

biorremediacion es el proceso en el que se emplean organismos para resolver problemas
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medioambientales especificos y ha experimentado un notable desarrollo en los ultimos afios.
Existen dos estrategias de biorremediacidon de ecosistemas: la primera consiste en agregar
nutrientes para estimular las poblaciones naturales y asi aumentar su actividad, mientras que
la segunda se basa en la introduccién de microorganismos exdgenos dentro del ecosistema
como forma de remediacidn. Se estima que los mejores microorganismos para la eliminacion
de toxicos presentes en un medio son en principio aislados del propio ambiente de donde han
sido seleccionados naturalmente. Esto se sustenta en la observacién de que los
microorganismos capaces de habitar en un medio contaminado, poseen en su metabolismo
celular dispositivos efectivos para realizar la descontaminacién. Hoy, con las nuevas técnicas
de ingenieria genética se pueden emplear microorganismos ya presentes en el ecosistema,
pero genéticamente modificados haciéndolos asi mds eficientes en la biorremediacion (Feltrer
Martinez, 2009).

La crianza vy vinificacidon de vinos en recipientes de madera de roble es un proceso
tradicional especialmente reservado para los productos de alta gama. Cuando el proceso esta
controlado, las interacciones entre el vino y la madera contribuyen a la estabilizacién natural y
a la mejora de la calidad. Si esto no ocurre asi, el riesgo de alteracién del vino en contacto con
la madera es mucho mayor que si se conserva en cubas fabricadas con materiales “inertes”:
acero inoxidable, hormigdn, hormigdn revestido, ceramica. La estructura particular de la
madera, con su microporosidad natural, dificulta la limpieza y desinfeccién de los recipientes
de pequeiia o gran capacidad, barricas o cubas de madera (Chatonnet, 2007).

La madera de roble puede considerarse como una serie de tubos conductores,
paralelos al eje del arbol y unidos entre si por células orientadas perpendicularmente a los
mismos y radialmente en el tronco, que constituyen los radios lefiosos (Cacho Palomar, 2009).

Esta caracteristica de la madera de roble facilita la conservacién y el desarrollo de los
microorganismos en las paredes de los recipientes, por esto aumenta el riesgo de
contaminacidon microbiana del vino. La utilizacion de recipientes de madera usados permite la
contaminacion si las condiciones de la bodega no son las apropiadas. La higiene de los
recipientes de madera es un punto clave del control de calidad de los vinos (Chatonnet, et al.,
2010).

El uso de sales de hipoclorito disueltas en el agua de limpieza o desinfeccion de los
recipientes de madera puede provocar la formacidn de clorofenoles precursores de
cloroanisoles. Las sales de hipoclorito en medio acido y en contacto con la materia orgdnica
gue contiene trazas de nucleos fendlicos, producen mono, di y triclorofenoles, los que pueden

ser degradados por los mohos en los correspondientes cloroanisoles. La conservacién de los
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recipientes de madera vacios puede ocasionar un desarrollo “invisible” de estos hongos con la
formacién de las moléculas indeseables.

El empleo de productos clorados para la limpieza y desinfeccidn de los pisos y paredes,
es todavia mas peligrosa. El cloro desprendido en fase gaseosa puede desplazarse vy
contaminar a distancia la madera de las barricas. La aplicacion repetida a barricas envejecidas
puede originar por acumulacidon una contaminacion de los recipientes, la atmdsfera de la
bodega y el vino (Chatonnet, 2007).

Tanto el alcornoque como el roble son arboles, de modo que ambos tienen una
estructura microscépica comun: la célula vegetal. La semejanza entre estos sustratos posibilita
que en los dos puedan llevarse a cabo, con igual importancia, los procesos citados
anteriormente: adsorcién de haloanisoles, absorcidon de halofenoles, desarrollo y permanencia
de hongos filamentosos capaces de sintetizar haloanisoles en el sustrato en que se encuentran
en presencia de los precursores, para ser luego ser absorbidos por el vino o el ambiente de la
bodega. Pero estos fendmenos se extienden, ademas, a otro tipo de superficies: tapones de
plastico o de silicona, juntas de goma, etc.; ya sea por su caracter microporoso similar al del
corcho o la madera, o por alguna propiedad particular de las moléculas intervinientes, lo cierto
es que el problema de contaminacidon por haloanisoles no se limita al corcho. El estudio de
distintas situaciones ha permitido ampliar esta vision.

A modo de resumen, se puede concluir que, la atribucidn al tapdn de corcho de ciertos
aromas y gustos extraios en el vino embotellado ha dado lugar a una serie de estudios sobre
el origen del problema (Sudrez Lepe & Ifiigo Leal, 2004).

-Las moléculas responsables estan relacionadas con el metabolismo de detoxificacion
del cloro, llevado a cabo principalmente por hongos filamentosos. La microflora del corcho
estd constituida por una gran variedad de hongos filamentosos, levaduras y bacterias, y los
agentes clorados, clorofenoles (procedentes en principio de los tratamientos fungicidas al
alcornoque y muy téxicos para los microorganismos), son transformados por éstos para evitar
su poder letal. El resultado son moléculas organicas de cloroanisoles que en muy pequefias
cantidades confieren al vino un cardcter mohoso.

-La presencia de cloro en la materia prima estd relacionada con el nimero e intensidad
de tratamientos fitosanitarios aplicados al alcornoque, y con la porcién del tronco de donde se
realice la extraccion. Las regiones mas cercanas al suelo presentan mayor incidencia de
tratamientos fungicidas.

-Si el procesado industrial de las planchas de corcho no relne las condiciones minimas,

se favorece la presencia y proliferaciéon de hongos filamentosos que metabolizan las moléculas
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de cloro presentes en la corteza, o procedentes de los desinfectantes clorados utilizados en las
industrias.

-Se sefiala también como causa principal del problema, la contaminaciéon en la propia
bodega, debida a agentes clorados de uso comun en la limpieza de barricas y piletas. Los
cloroanisoles son compuestos volatiles con una débil tensién de vapor, por lo que una vez que
estos compuestos se encuentran en fase gaseosa, pueden facilmente invadir toda la atmdsfera
y difundirse hacia otras partes distantes de la bodega en principio no contaminadas.

-Los contaminantes pueden disolverse en los vinos durante los trasiegos. Igualmente
las sustancias contaminantes toman contacto con las barricas, y a través de ellas con el vino en
periodo de envejecimiento. Esta accion se ve ademas favorecida por la invasién de micelios
flngicos, que actian como catalizadores biolégicos de los clorofenoles.

-El almacenamiento en atmdsferas contaminadas de productos destinados al
acondicionamiento de los vinos puede ser también el origen de numerosos problemas. Es el
caso de la bentonita, utilizada para la estabilizacién proteica de vinos blancos, que posee una
estructura microscopica muy favorable a la recepcion de moléculas organicas, que
posteriormente, pueden liberarse al vino durante su tratamiento. Las tierras de filtracion a
base de diatomeas también presentan aptitudes de fijacién de clorofenoles y cloroanisoles, y
en caso de conservaciones prolongadas, pueden contaminar los vinos durante las operaciones
de filtracion. Algo similar ocurre con las placas filtrantes.

-En cuanto al almacenamiento de tapones de corcho en la bodega, su estructura
celular y la abundancia de lipidos, hacen a los tapones particularmente sensibles a las
contaminaciones por clorofenoles y cloroanisoles procedentes de la atmdsfera de la bodega.

-La propia microbiota contaminante de las cavas puede ser responsable de la invasidn
de los tapones de corcho ya embotellados. No se puede culpar en este caso al tapdn de corcho
como responsable de las alteraciones organolépticas en el vino, sino a la deficiente
desinfeccidn en la bodega y/o al uso de agentes de limpieza inadecuados.

La expresién gusto a corcho, es un término genérico referido a una percepcion
sensorial desagradable en el vino, que alude a un cardcter mohoso o terroso,
independientemente de que su origen sea o no el tapdn de corcho. En enologia también se
conoce como gusto a tapdn (Suarez Lepe & ifiigo Leal, 2004).

En consecuencia, si bien el origen de la contaminacion fue el corcho, hoy sabemos que
ésta puede hacerse efectiva a otras superficies y en otras condiciones, posibilitando revelar asi

la verdadera dimensién de esta problematica.
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IV.1 Conclusiones y recomendaciones generales

Se mencionan a continuacién conclusiones y recomendaciones fundamentadas a tener

en cuenta para evitar la contaminacién de vinos por haloanisoles.

v" Es un problema complejo, con multiples factores, en el que pueden intervenir
distintas sustancias: 2,4,6-TCA; 2,3,4,6-TeCA; PCA; 2,4,6-TBA y ademas 2-

metoxi-3,5-dimetilpirazina que es un compuesto relacionado a ellas.

v' El 50% de los casos en los que aparecen aromas mohosos es debido a una
contaminacidn con cloroanisoles, el resto es producido por 2,4,6-TBA y 2-
metoxi-3,5-dimetilpirazina, por mezclas de estos compuestos o por otros que

aulin son desconocidos.

v" Los haloanisoles son producidos por varios microorganismos, sobre todo
hongos filamentosos, los que poseen una enzima: clorofenol-O-
metiltransferasa, capaz de transformar pesticidas como los clorofenoles o

bromofenoles en el haloanisol correspondiente.

v El mecanismo de transformacién molecular fue estudiado y descubierto en el
hongo Trichoderma longibrachiatum, es universal y permite explicar la

formacidn de haloanisoles sobre diferentes materiales: corcho, agua, madera.

v Un alto porcentaje de hongos filamentosos sintetizan haloanisoles y se

encuentran en el corcho y en las bodegas.

v" El verdadero origen del problema no es sélo la presencia de hongos
filamentosos creciendo sobre el corcho o la madera, sino ademas la elevada
contaminacion ambiental de clorofenoles y bromofenoles que son
transformados en los correspondientes haloanisoles. Los hongos filamentosos
no sintetizan 2,4,6-TCA si no entran en contacto con 2,4,6-TCP. Es importante
por esto realizar tareas preventivas para evitar la contaminacién con estos

pesticidas.
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v La presencia de haloanisoles en un vino no siempre supone la contaminacion
del corcho, ya que el corcho puede llegar limpio a la bodega y contaminarse
alli con clorofenoles, cloroanisoles, bromofenoles o bromoanisoles presentes

en las instalaciones de la bodega.

v" Si se realiza el analisis cromatogréfico de un vino contaminado y se detectan
niveles mayores de haloanisoles en el tapdn que en el vino, el problema puede
no ser el tapdn, ya que el corcho puede absorber la mayor parte del 2,4,6-TCA

presente en el vino contaminado en un periodo de tiempo muy corto.

v" Para conocer cudl es la fuente primaria de contaminacion se lleva a cabo una
bateria de andlisis cromatograficos que determinen los niveles de
contaminacion. Si es homogéneo, es decir, todas las botellas contaminadas,
existe una probabilidad muy alta de que la contaminacién provenga del vino. Si
el nivel de contaminacion es aleatorio, es decir, unas botellas si y otras no, la

fuente primaria seria el tapdn de corcho.

v Si el tapdn de corcho estd contaminado con cloroanisoles puede contaminar al
vino si estos compuestos estdn en la zona de contacto corcho-vino, porque
estd comprobado que el 2,4,6-TCA no puede atravesar el tapon de corcho. En
el caso de bodegas contaminadas el tapdn de corcho puede llegar a proteger al

vino.

v" El uso de tapones sintéticos (PET) no garantiza vinos libres de cloroanisoles.
Estd comprobado que el PET absorbe los cloroanisoles y podria cederlos al

vino.

v' Las bodegas deben realizar andlisis periddicos, semestrales o al menos
anuales, para determinar que sus instalaciones estan libres de clorofenoles,

cloroanisoles, bromofenoles y bromoanisoles (Ver A.1 Recomendaciones para

el envio de muestras para el analisis de haloanisoles, Anexo 87).

v' Los anélisis consisten en trampas atmosféricas y andlisis de materiales
susceptibles de contaminacidn: madera de instalaciones, techos suelos,

paredes y fundamentalmente barricas.
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v Los analisis deben detectar la presencia de: 2,4,6-TCP; 2,4,6-TCA; 2,3,4,6-TeCP;
2,3,4,6-TeCA; PCP; PCA; 2,4,6-TBP y 2,4,6-TBA.

v" Se debe solicitar a los fabricantes de tapones de corcho y todos los elementos
gue entran en contacto con el vino: barricas, tapones de silicona, chips, duelas,

un certificado que indique que estdn libres de estos contaminantes.

v' Siempre que se introduzcan nuevos materiales a la bodega, incluyendo
barnices y pinturas debe requerirse la certificacién correspondiente que

asegure que no contienen estos compuestos.

v' Se debe solicitar a los proveedores de las cajas de cartén y demds utilizadas en
el embalaje del vino un certificado que sus productos estan libres de
clorofenoles, cloroanisoles, bromofenoles y bromoanisoles. La contaminacién
de estos elementos no afecta al vino, pero contribuye a la contaminacién de

las instalaciones de la bodega.

v" Se deben conocer cudles son los estdndares de calidad con que trabajan todas
las empresas proveedoras, en particular aquellas que suministren elementos
gue entren en contacto con el vino en cualquier etapa de su elaboracién o
almacenamiento. Es importante establecer pardmetros a cumplir que
minimicen al maximo las posibilidades de contaminaciéon con haloanisoles y

sus precursores (Rubio Coque, et al., 2006).

IV.2 Estrategias de trabajo especificas

Se entiende como medida preventiva a cualquier actividad o acciéon que tiene la
finalidad de prevenir o eliminar un peligro contra la calidad de los alimentos reduciéndolo
hasta niveles aceptables. Considerando a la inocuidad de los alimentos como el estado de los
mismos que no causa dafio al consumidor cuando sean preparados o consumidos de acuerdo
con el uso previsto (Cédigo Alimentario Argentino, 2010).

La calidad incluye cuatro grupos basicos de caracteristicas, ellas son: la inocuidad, las
caracteristicas nutricionales, las sensoriales, y las comerciales. El presente trabajo no esta
relacionado con la inocuidad, porque la presencia de haloanisoles no contribuye a la toxicidad

del vino, pero si afecta gravemente a las caracteristicas sensoriales, y esta en relacidn directa
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con una insuficiencia en la aplicacién de practicas sanitarias oportunas. Las medidas

propuestas aqui son entonces tendientes a evitar el deterioro sensorial y en consecuencia el

detrimento de la calidad.

1V.2.1 Estrategias de trabajo para impedir la contaminacién del vino con haloanisoles

Las sugerencias planteadas en esta seccidn estan destinadas a imposibilitar el ingreso e

instalacion de las moléculas de haloanisoles en la bodega y por ende en el vino.

Locales e instalaciones

Deberan tener sistemas de ventilacién, mecanica o natural, apropiados y
suficientes, que eviten las corrientes de aire desde una zona contaminada a
otra limpia. Se debe poder acceder facilmente a los filtros y a las otras partes
de los sistemas de ventilacidn cuando se tengan que limpiar.

Las superficies de pisos, paredes y equipos deben ser de materiales sélidos,
lisos, no absorbentes.

Los techos, falsos techos y otras instalaciones suspendidas no deben favorecer
la condensacion de vapores.

Las puertas y ventanas estaran construidas de manera que queden ajustadas
herméticamente; las puertas con salida al exterior tienen que abrir hacia
afuera y en el interior se recomienda puertas cortina. Las ventanas deben
permanecer cerradas (Codigo Alimentario Argentino, 2010), (Gobierno de
Cataluia, 2012).

Las bodegas deben realizar andlisis periddicos (semestrales o como minimo
anuales) para determinar que sus instalaciones estan libres de cloroanisoles y
bromoanisoles. Los anadlisis consistiran en trampas atmosféricas y andlisis de
materiales susceptibles de estar contaminados como madera de instalaciones
(techos, pisos, paredes) y barricas fundamentalmente. Los andlisis deben
detectar la presencia de los siguientes compuestos: 2,4,6-TCA; 2,3,4,6-TeCA;

2,4,6-TBA (Ver A.1 Recomendaciones para el envio de muestras para el

analisis de haloanisoles, Anexo 87).

Si existe la sospecha de contaminacién con haloanisoles en algun sector de la
bodega, debe encontrarse y eliminarse por completo la fuente de

contaminacidn. Si hay madera, aislarla.
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e (Cada vez que se introduzcan nuevos materiales a las instalaciones de la
bodega, se debe realizar un analisis o exigir la certificacion de que los
materiales empleados estan limpios (Rubio Coque, et al., 2005).

Equipos

e La maquinaria, los equipos y recipientes o contenedores seran de materiales
lisos y no porosos (Cdédigo Alimentario Argentino, 2010), (Gobierno de
Cataluiia, 2012).

Transporte

e Cuando se transporta vino se recomienda inspeccionar los vehiculos antes de
Su carga, para asegurarse que estén aptos (Codigo Alimentario Argentino,
2010), (Gobierno de Catalufia, 2012).

Aprovisionamiento de agua

e Se debe disponer de una cantidad suficiente de agua potable y de instalaciones
apropiadas para almacenarla, distribuirla y controlarla. El volumen, la
temperatura y la presién del agua deben ser adecuados para las demandas de
usos. Cuando se utilice agua no potable, ésta debe circular por una
canalizacion independiente, debidamente sefializada y sin conexién con la red
de distribucidén de agua potable ni posibilidad de reflujo. Si el agua no potable
se usa para refrigerar equipos, hay que asegurarse que no se produzcan fugas
de fluido refrigerante hacia el mosto o vino (por ejemplo en las camisas). La
recirculaciéon de agua, también se debe distribuir de forma independiente y
sefializada, debe ser tratada, vigilada y mantenida de acuerdo con los
requisitos de uso. El programa de control de agua incluye: determinacién de
niveles del agente desinfectante residual, examen organoléptico y andlisis
completo. Para el agua de suministro de red publica, preferentemente hay que
realizar el control diario del nivel de desinfectante residual presente (Cédigo
Alimentario Argentino, 2010), (Gobierno de Catalufia, 2012).

Trazabilidad en la vifia

e Los viticultores deben llevar el Cuaderno de Campo donde se registran los
tratamientos fitosanitarios realizados.

e Opcionalmente se puede adjuntar informacién sobre fertilizacién, control de
plagas y enfermedades, revisiones de maquinaria agricola, datos de la

vendimia que se consideren relevantes, etc. (Gobierno de Cataluia, 2012).
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Trazabilidad en la bodega

e Se propone la preparacion de un Registro de Vinificacién, Registro de
Elaboraciones y Practicas Enoldgicas; en los que se detallan las variedades de
uva, las manipulaciones, los tratamientos o practicas enoldgicas, las
utilizaciones de productos auxiliares, etc., en el proceso de elaboracién
(Codigo Alimentario Argentino, 2010), (Gobierno de Catalufia, 2012).

e Es aconsejable disponer de una ficha de depdsito que permita tener
perfectamente identificado el tipo de vino que contiene en cada momento.
Esta ficha incluird: nimero de depdsito, capacidad, tipo de vino, origen,
variedades, cosecha, cddigo de trazabilidad interno, tipo de operacidn,
responsable y fecha.

El sistema de trazabilidad debe permitir asegurar la disponibilidad de la
informacién a lo largo de todo el proceso de produccion, de manera de poder
conocer:
-Origen y caracteristicas de las materias primas utilizadas (uvas, mostos, vinos,
botellas, tapones...).
-Origen y caracteristicas de las materias auxiliares empleadas (fisicas: suelos,
bentonitas, quimicas: diéxido de azufre, acido ascorbico; bioldgicas: levaduras,
bacterias).
-Condiciones de elaboracién, embotellado, almacenado y distribucién de los
productos elaborados.
-Composicion y parametros analiticos de cada lote de produccién (Gobierno de
Cataluia, 2012).

Proveedores

e la bodega debe establecer las especificaciones técnicas de las materias primas
y las condiciones adecuadas de elaboracién y transporte hasta la propia
bodega.

e Se deben llevar a cabo procedimientos para evaluar, seleccionar y controlar a
los proveedores con el fin de garantizar el origen, la calidad y las caracteristicas
higiénico-sanitarias de los insumos y de otros servicios contratados (gestién de
residuos, laboratorio de control del agua, control de plagas, transporte,

distribucidn).
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e las materias primas se deben inspeccionar en recepcion, mediante una
revisidon y observacidn visual, y, si es necesario, se realizan otras pruebas. Las
materias de mayor riesgo son las que se someten a un mayor grado de control.

e los envases y el material de envasado ademds de cumplir con las
especificaciones establecidas deben estar almacenados en condiciones que no
favorezcan su contaminacién y deterioro. Las botellas deben guardarse al
amparo de la intemperie, manteniéndose integras las fundas o cubiertas. Los
tapones deben estar en lugares no contaminados, aireados y sin olores (Codigo
Alimentario Argentino, 2010), (Gobierno de Catalufia, 2012).

e Se debe exigir a los fabricantes de barricas, y otros elementos que entren en
contacto con el vino, como los tapones de silicona utilizados para su cierre, un
certificado de que estan libres de haloanisoles (Rubio Coque, et al., 2005).

e Los proveedores de las cajas de cartén y del embalaje deben presentar una
certificacion de que sus productos estan libres de cloroanisoles vy
bromoanisoles.

e Los corchos vienen envasados herméticamente en una atmdsfera de SO,, no
deben dejarse las bolsas abiertas mucho tiempo. Si una bolsa queda abierta
durante un tiempo prologado, conviene reenviarla nuevamente a la corchera

para su reacondicionamiento (Rubio Coque, et al., 2005).

IV.2.2 Estrategias de trabajo para evitar el desarrollo de hongos en la bodega

Los hongos filamentosos son microorganismos siempre presentes, ya que se
encuentran en muy diversos habitats. Apenas encuentran las condiciones apropiadas, que no
son muy estrictas, se instalan. A veces producen un desarrollo imperceptible, que no permite
advertir su presencia, y lo hacen sobre una amplia variedad de superficies.

Favorecen el crecimiento de los hongos los ambientes cerrados y humedos,
caracteristicas éstas que suelen darse en la bodega. Los mohos del género Mucor y Penicillium,
muy frecuentes en sus instalaciones, originan olores muy caracteristicos (Chatonnet, 2007).

Si bien son habitantes ubicuos, existen medidas convenientes a adoptar para impedir
su proliferacion.

Locales e instalaciones

e las diferentes areas de la bodega deben estar limpias y en buen estado de

conservacién. El disefio, disposicién, construccion y dimensiones deben
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permitir una limpieza y desinfeccién adecuadas, y evitar la acumulacion de
suciedad.

e Separar zonas limpias de zonas sucias, para prevenir la contaminacién cruzada
y procurar que el flujo del proceso sea siempre desde la zona sucia hacia la
mas limpia.

e Deberdn tener sistemas de ventilacidn, mecdnica o natural, apropiados vy
suficientes, que eviten las corrientes de aire desde una zona contaminada a
otra limpia. Se debe poder acceder facilmente a los filtros y a las otras partes
de los sistemas de ventilacidon cuando se tengan que limpiar.

e Disponer de sistemas de desaglie construidos y disenados para evitar el riesgo
de contaminacion. Los desaglies deben tener un siféon para evitar los malos
olores vy rejillas para retener los residuos sélidos, de modo de poder retirarlos
con facilidad.

e Las superficies de pisos, paredes y equipos, deben ser faciles de limpiar, y
cuando sea necesario faciles de desinfectar, de materiales sélidos, lisos, no
absorbentes, lavables.

e Construir angulos, esquinas y uniones piso-pared y pared-techo redondeados
(con un dngulo minimo) para facilitar su limpieza y sin deterioro.

e Los techos, falsos techos y otras instalaciones suspendidas no deben favorecer
la acumulacion de suciedad y la condensacién de vapores.

e las puertas y ventanas estaran construidas de manera que queden ajustadas
herméticamente; las puertas con salida al exterior tienen que abrir hacia
afuera y en el interior se recomienda puertas cortina. Las ventanas deben
permanecer cerradas.

e Las calles deben estar pavimentadas para facilitar la limpieza (Cddigo
Alimentario Argentino, 2010), (Gobierno de Catalufia, 2012).

Equipos

e Elementos, instalaciones y equipos que entren en contacto con uva, mosto o
vino deben estar limpios; su construccion, composicion y estado de
conservacién tienen que reducir al maximo el riesgo de contaminacidn, y
deben permitir la limpieza y, cuando sea necesario, la desinfeccidn.

e lLos depdsitos estaran disefiados y construidos sin angulos ni rincones, con

fondo esférico conico y con drenaje adecuado.
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e lLa magquinaria, los equipos y recipientes o contenedores seran de materiales
lisos y lavables; disefiados y construidos de forma que permitan la salida total
del liquido.

e las tuberias y valvulas deben evitar la acumulacién de suciedad (Cddigo
Alimentario Argentino, 2010), (Gobierno de Catalufia, 2012).

Residuos

e Los residuos generados durante el proceso de elaboracién deben recibir un
tratamiento diferenciado. Se pueden clasificar segun su toxicidad en peligrosos
y no peligrosos. Son residuos peligrosos los que exigen, en funcidon de sus
caracteristicas, una eliminacién especial: toners, tintas, baterias, pilas, tubos
fluorescentes, aceites lubricantes, disolventes, acidos, alcalis, envases con
residuos peligrosos, etc. Dentro de los residuos no peligrosos se encuentran
los residuos liquidos, obtenidos de las decantaciones y trasiegos, y los
efluentes vinicolas provenientes de la limpieza de las instalaciones y de los
derrames de los depdsitos y equipos. Los residuos sdlidos son escobajos,
orujos vy tierras de filtracion, también los tartratos cristalizados que quedan
adheridos a las paredes de los depdsitos o retenidos en los filtros.

e Se tiene que prever una zona adecuada para almacenar y disponer los
residuos, evitando fugas o accidentes con emisiones al medio ambiente.

o Debe haber una frecuencia de retirada de los residuos, no se pueden acumular
de forma indiscriminada.

e Los recipientes utilizados para los residuos deben estar identificados, provistos
de tapa y apertura no manual, de facil limpieza y desinfeccion, con la
frecuencia apropiada para reducir al maximo la posibilidad de contaminacidn
(Cédigo Alimentario Argentino, 2010), (Gobierno de Catalufia, 2012).

Plagas

e Se generan si existen en la bodega zonas que permitan su entrada, espacios
donde refugiarse y reproducirse, y disponibilidad de alimento, agua,
temperatura y humedad adecuadas.

e Se deben respetar las distancias minimas de las plantas de produccién a los
focos de contaminacién (vertederos, estaciones de depuracion de aguas
residuales, etc.).

e Controlar vias potenciales de entrada como aberturas, desagles, rejas,

tuberias, ventilacidn, extractores, materias primas, instalaciones vecinas, etc.
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e La disponibilidad de alimento radica en suciedad, rechazos, devoluciones,
productos vencidos, pérdidas de agua, agua estancada, etc.

e las plagas mas habituales son insectos (mosca comun y mosca del vinagre,
Drosophila melanogaster), roedores y aves. Los signos que constatan su
presencia son:

-Insectos: mudas huevos, heces y dafios.

-Roedores: huellas, excrementos, pelos, madrigueras y roeduras.

-Aves: nidos, excrementos, plumas.

En estos casos se tiene que constituir un control integrado de plagas, con la
utilizacidon de medidas pasivas o preventivas y de medidas activas o defensivas.
Entre las medidas pasivas o preventivas esta el disefio de los locales y las
instalaciones. Hay que tener en cuenta:

-Ausencia de posible alimento o lugares de refugio (vegetacidon descontrolada,
material inservible en torno a la bodega, recipientes de almacenado de
residuos).

-Medidas fisicas para evitar el acceso (protecciones en desagties, alcantarillas y
agujeros; redes mosquiteras en ventanas, aberturas externas y extractores de
aire, puertas externas cerradas y dobles puertas en dreas abiertas; cierres de
proteccion en las lineas de embotellado desde la salida de la lavadora hasta la
taponadora).

-Otros métodos fisicos (ultrasonidos, trampas de luz ultravioleta, cebos
antiinsectos, trampas de gomas adhesivas, control de maleza).

Mantener siempre selladas las grietas y los agujeros que puedan ir
apareciendo, muy especialmente donde el producto elaborado o los
materiales auxiliares en contacto directo con el producto elaborado se puedan
contaminar con el ambiente. El personal debe comunicar la presencia o
evidencia de plagas.

Entre las medidas activas o defensivas se incluyen los tratamientos con
plaguicidas, que sdlo se emplean cuando se haya detectado una plaga. Los
tratamientos de desinsectaciones y desratizaciones se pueden llevar a cabo
con el personal propio o una empresa externa, ambos especializados. Se
deben tener siempre los certificados de los tratamientos realizados, las fichas
técnicas y de seguridad de cada producto autorizado empleado (Cddigo

Alimentario Argentino, 2010), (Gobierno de Catalufia, 2012).
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Trazabilidad en la vina
e Opcionalmente se puede adjuntar en el Cuaderno de Campo informacién
sobre fertilizacidon, control de plagas y enfermedades, revisiones de
magquinaria agricola, datos de la vendimia que se consideren relevantes, etc.;
de manera de conocer si hay alguna irregularidad que afecte la carga
microbiana (mohos) de la materia prima que va a ingresar a la bodega
(Gobierno de Cataluna, 2012) .
Trazabilidad en la bodega
e Resulta conveniente realizar, mediante el sistema de trazabilidad, un
seguimiento de la materia prima (uva), cuando ésta presente caracteristicas
particulares que pudieran afectar el ambiente de la bodega (Gobierno de

Cataluia, 2012).

1V.2.3 Estrategias de trabajo para evitar la sintesis de haloanisoles en la bodega

La presencia de clorofenoles y bromofenoles en la bodega es un problema de
contaminacién ambiental. Como los hongos filamentosos sdlo sintetizan haloanisoles cuando
entran en contacto con sus precursores, es fundamental realizar labores preventivas para
impedir su produccion.

Locales e instalaciones

e las superficies de pisos, paredes y equipos deben ser de materiales sélidos,
lisos, no absorbentes. Hay que evitar las pinturas que tengan disolventes
nocivos (Cédigo Alimentario Argentino, 2010), (Gobierno de Catalufia, 2012).

e las bodegas deben realizar analisis periddicos (semestrales o como minimo
anuales) para determinar que sus instalaciones estan libres de clorofenoles y
bromofenoles. Los andlisis consistiran en trampas atmosféricas y analisis de
materiales susceptibles de estar contaminados como madera de instalaciones
(techos, pisos, paredes) y barricas fundamentalmente. Los andlisis deben
detectar la presencia de los siguientes compuestos: 2,4,6-TCP; 2,3,4,6-TeCP;
PCP; 2,4,6-TBP.

e Si existe la sospecha de la presencia de pallets tratados con compuestos
organoclorados, deben ser eliminados.

e (Cada vez que se introduzcan nuevos materiales a las instalaciones de la

bodega (incluyendo barnices y pinturas) se debe realizar un analisis o exigir la
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certificacidon de que los materiales empleados estan limpios (Rubio Coque, et
al., 2005).
Desinfectantes

e No se aconseja el uso de compuestos clorados debido a que pueden dar lugar

a la formacion de clorofenoles (Gobierno de Catalufia, 2012).
Aprovisionamiento de agua

e Debe llevarse a cabo un programa de control de agua que incluye:
determinacién de niveles del agente desinfectante residual, examen
organoléptico y anadlisis completo. Para el agua de suministro de red publica,
preferentemente hay que realizar el control diario del nivel de desinfectante
residual presente (Cddigo Alimentario Argentino, 2010), (Gobierno de
Cataluia, 2012).

Trazabilidad en la vifa

e Los viticultores deben llevar el Cuaderno de Campo donde se registran los
tratamientos fitosanitarios realizados.

e Opcionalmente se puede adjuntar informacién sobre fertilizacién, control de
plagas y enfermedades, revisiones de maquinaria agricola, datos de la
vendimia que se consideren relevantes, etc.; de manera de conocer si hay
alguna irregularidad que afecte las caracteristicas fitosanitarias de la materia
prima que va a ingresar a la bodega (Gobierno de Catalufia, 2012).

Trazabilidad en la bodega

e Resulta conveniente realizar, mediante el sistema de trazabilidad, un
seguimiento de la materia prima (uva), cuando ésta presente caracteristicas
particulares que pudieran afectar el ambiente de la bodega (Gobierno de
Cataluiia, 2012).

Proveedores

e la bodega debe establecer las especificaciones técnicas de las materias primas
y las condiciones adecuadas de elaboracién y transporte hasta la propia
bodega.

e No hay que admitir ninguna materia prima que se sospecha contaminada con
restos de plaguicidas o sustancias tdxicas que no se puedan reducir a un nivel
aceptable después de la elaboracion (Codigo Alimentario Argentino, 2013),

(Gobierno de Catalufia, 2012).
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e Se debe exigir a los fabricantes de barricas, y otros elementos que entren en
contacto con el vino, como los tapones de silicona utilizados para su cierre, un
certificado de que estan libres de halofenoles.

e Los proveedores de las cajas de cartdon y del embalaje deben presentar una
certificacidn de que sus productos estan libres de clorofenoles y bromofenoles

(Rubio Coque, et al., 2005).
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Anexo 87

A.1 Recomendaciones para el envio de muestras para el analisis de haloanisoles

El INV, el INTI, y el CIATI, poseen laboratorios equipados para llevar a cabo estos

analisis. ElI INTI Mendoza ha desarrollado y estad validando una metodologia analitica para la

determinacién de haloanisoles en vinos, asistiendo a la demanda de la industria vitivinicola

local. El CIATI, que es el Centro de Investigacién y Asistencia a la Industria Agroalimentaria, con

sede en Villa Regina (Rio Negro), realiza ensayos de la Quimica del Flavor donde se incluyen

analisis de dichos compuestos.

Vinos

Las muestras de vino deben ser enviadas en envases de vidrio con tapa a rosca
debiéndose colocar una doble capa de papel de aluminio entre el envase y la
tapa. Este papel no debe interferir en el buen cerrado de la rosca, se
recomienda cortar el papel de aluminio del tamafio del diametro de la tapa e
insertarlo en su interior de forma que no haya papel entre la tapa y el envase
en el sector de la rosca.

Se debe consignar en el envase un rétulo de identificacién de la muestra
donde se incluya el grado alcohélico del vino.

Si se desea realizar el analisis del corcho y del vino de uno o varios envases de
una partida de vino ya fraccionado, cuando se sospeche contaminacion por los
corchos, se recomienda enviar los envases sin mas manipulacion. Si el envase
ha sido abierto, el corcho no debe insertarse de nuevo en el mismo, y se deben
enviar el vino y el corcho por separado.

Los envases para el muestreo deben ser nuevos, previamente lavados con el
siguiente protocolo:

-Enjuagar con alcohol comun dos veces.

-Cepillar con agua caliente y detergente.

-Enjuagar con abundante agua.

-Secar en un lugar limpio.

-Enjuagar dos veces con la muestra antes de llenarlo.

El volumen minimo requerido de muestra es de 50 mL.

Corchos, chips y cajas de carton

Se deben envolver con doble capa de papel aluminio, luego colocarlo en una

bolsa de plastico lo mas gruesa posible y cerrada herméticamente (si es
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posible, envolver en film plastico de cocina antes de colocarlo en la bolsa). Hay
que asegurarse que el papel de aluminio no se rompa y permita que los
corchos o chips queden expuestos al plastico.

e Serecomienda muestrear 100 corchos al azar por lote.

e Se debe consignar en la muestra un rétulo indicando si son corchos naturales,
tratados o no, colmatados, aglomerados, asi como cualquier otro dato
relevante.

e Para el andlisis de los chips, enviar al menos 120 g de muestra del lote extraida
al azar previa homogeneizacion del mismo.

e Para las cajas, si no es muy grande, enviarla completa, de lo contrario
muestrear pedazos de cartén de distintas partes de la caja.

Barricas

e Se debe preparar una solucidn hidroalcohdlica al 10 % utilizando un alcohol de
buena calidad. Colocar en cada barrica 250 mL de esta solucidn, y dejarla por
cuatro dias agitando periédicamente para poner en contacto las paredes de la
misma con la solucién.

e Transcurridos los cuatro dias, colocar la muestra de lavado en un envase
limpio, tratando de dejar el menor espacio de cabeza posible, tapar con doble
capa de papel de aluminio, cerrar bien, colocar dentro de una bolsa plastica
bien cerrada y enviar para su analisis.

e Primeramente, chequear la solucién hidroalcohdlica antes de lavar la barrica,
para descartar contaminacién por haloanisoles en el alcohol o agua. Enviar a
analizar de la misma forma que los vinos.

Monitoreo ambiental

e Se debe disponer de una fuente de vidrio tipo Pyrex, nueva, de 35 cm de
didmetro por un centimetro de altura. Lavar la fuente con alcohol, abundante
agua caliente y detergente neutro, enjuagar por ultimo suavemente con
alcohol. Tener la precaucion de hacerlo en un lugar que se presuma libre de
haloanisoles (nada de maderas, ni cartones, ni paredes con pintura
descascarada; si hay aire acondicionado que no sea Split, mantenerlo
apagado). No secar con papel ni repasador, dejar secar solo (por esto es
importante que haya la mayor certeza de que el lugar estd libre de

haloanisoles).
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e Preparar una solucién de 10 grados alcohdlicos con un vino blanco libre de
haloanisoles (si se tiene duda del agua a utilizar, no diluir el vino, enviar la
muestra con el dato del grado alcohdlico del vino utilizado).

e Es muy importante calcular el volumen total de vino necesario, en funcién de
cuantos ambientes se controlaran separadamente mas el testigo y un margen
ante cualquier accidente o error.

e Colocar 500 mL en la fuente, en un lugar libre de haloanisoles, dejar 10 a 30
minutos. Con una pipeta Pasteur nueva, homogeneizar y tomar como minimo
50 mL en un envase limpio (limpiar de acuerdo al protocolo indicado para
envases en el caso de muestras de vino), colocar doble capa de papel de
aluminio en la tapa, cerrar y poner en bolsa de pldstico. Esta muestra sera
entonces el testigo con el que se evaluarad que tanto la bandeja como los
materiales de lavado y el vino que se utilizaran en el estudio ambiental, estén
libres de haloanisoles.

e Lavar nuevamente la bandeja y dejarla secar. Una vez seca envolverla en papel
de aluminio y plastico por fuera y llevarla hasta el lugar a analizar (todo lo
descripto hasta aqui es recomendable realizarlo fuera del establecimiento a
analizar para evitar contaminaciones).

e Colocar otros 500 mL de vino y exponer el plato durante una hora en el lugar a
analizar, tratando de muestrear diferentes puntos dentro de la misma sala si
es muy grande o haciendo controles sucesivos si son ambientes separados o
diferentes (es decir que se tendra un testigo y una muestra de cada ambiente
controlado).

e Pasada la hora de exposicidn, tomar al menos 50 mL utilizando pipeta Pasteur
nueva, colocar en un envase tratando de no dejar espacio de cabeza (si se
puede, volcar directamente en el envase con la precaucién de no tocar con las
manos el vino en el interior de la fuente), tapar con papel de aluminio, tapary
colocar en una bolsa de plastico para enviar a analizar.

e No dejar que el papel de aluminio toque las paredes internas de la tapa porque
esto produce que el cierre no sea bueno. Cortar el papel de aluminio con un
didametro igual al interior de la tapa. También es importante que no quede
tapa al descubierto en contacto con el vino.

e Cualquier instrumento que se utilice en la preparacién de la muestra debe ser

de vidrio o metal previamente lavado como las bandejas.
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e No reutilizar en monitoreos ambientales posteriores material de vidrio que ha
estado en contacto con soluciones de vino que contengan mas de 3 ng/L de
haloanisoles, descartarlo (CIATI AC. Centro de Investigacion y Asistencia

Técnica a la Industria Agroalimentaria - Asociacién Civil, 2014).

A.2 Productos a utilizar para limpieza y desinfeccion

Como hemos visto, la presencia de anisoles en el vino puede atribuirse a distintos
factores. Para erradicar este problema enoldgico se requiere la adopcién como estrategia de
un estricto control ambiental y de los materiales utilizados en la bodega, para eliminar
potenciales fuentes de contaminacioén.

Limpieza es la eliminacién de tierra, restos de alimentos, polvo, u otras materias
objetables (Codigo Alimentario Argentino, 2010).

Desinfeccion es la reduccién, mediante agentes quimicos o métodos fisicos adecuados,
del nimero de microorganismos en el edificio, instalaciones, maquinarias y utensilios, a un
nivel que no dé lugar a contaminacién del alimento que se elabora (Cédigo Alimentario
Argentino, 2010).

A fin de aportar algo mas a estas definiciones, se hace necesaria la incorporacién de
otro concepto importante a tener en cuenta, que es la higiene. Generalmente cuando se hace
referencia a la higiene se la relaciona sdélo con la limpieza que se realiza en forma diaria. Pero,
este concepto adopta hoy en dia una concepcion mucho mas amplia, entendiendo por higiene
a todas las medidas tendientes a prevenir contaminaciones o, si ya se ha producido, a evitar su
probable propagacién. Tiempo atras se utilizaban productos que tenian como objetivo lograr
una limpieza adecuada, y luego de esta operacion le seguia la desinfeccion. En la actualidad, el
concepto de limpieza se une al de desinfeccion, con la existencia de productos que cumplen
con esta doble finalidad, colaborando con el mantenimiento de ambientes que presentan
condiciones favorables para la planta elaboradora y para las personas (Hidalgo Togores, 2011).

En enologia, teniendo en cuenta la particular composicién del vino, la higiene no tiene
que ver realmente con la conservacion de la salud del consumidor, porque no existe ese
riesgo. En este campo, la higiene tiene que ver con la calidad y la estabilidad microbioldgica del
producto. Es una medida preventiva que tiende a limitar los riesgos de desviaciones
microbianas que puedan generar gustos y olores desagradables o afectar la longevidad del
vino.

La limpieza en la que se eliminan manchas visibles adheridas a una superficie, se

realiza combinando métodos fisicos y quimicos adecuados. Para esto se utiliza agua, cuyo
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poder de limpieza se aumenta con la presidn, la temperatura o la presencia de detergentes.
Como parte de un mismo proceso, la desinfeccién reduce el nimero de microorganismos vivos
presentes, recurriendo a procedimientos fisicos o quimicos.

Higiene de recipientes de madera

El uso de barricas en la elaboracién y crianza de los vinos es una practica que se
considera como un elemento muy favorable en la participacion y evolucién de los caracteres
sensoriales de los vinos. Durante la crianza en barricas, los intercambios vino-madera
enriqguecen en aromas Yy sensaciones gustativas el producto, ademas de favorecer una
microoxigenacidn que provoca una estabilidad fisica y quimica en el vino y de conferirle la
delicadeza, equilibrio y complejidad aromatica tan apreciadas por el consumidor (Palacios, et
al., 2012).

Es muy conocido el problema que existe con el deterioro de las barricas de roble y que
incide negativamente en la calidad de los vinos que en ellas se crian. Este envejecimiento esta
determinado por la interrelacion de varios factores: formacion de depdsitos de bitartratos,
desarrollo bacteriano, reduccién progresiva de la capacidad de oxidacién, disminucion del
aporte de sustancias agradables al vino. Estos factores no son independientes, sino que unos
son consecuencia de los otros. Esta situacién afecta la calidad del vino que se ve mermada por
la disminucién de la microoxigenacion que induce la estabilizacion del color, asi como el
detrimento en el desarrollo de sabores propios de la madera de roble, con la proliferacion de
depdsitos de bacterias de dificil eliminacién que se ocultan en la estructura interna de la
madera y se manifiestan cuando las barricas estdn en pleno proceso de crianza contaminando
el vino y ocasionando un aumento de la acidez del mismo.

Si se hace referencia especificamente a los recipientes de madera, se observa que
diversas dificultades limitan su control higiénico. La conservacion prolongada de dichos
recipientes vacios y en ambientes humedos favorece el crecimiento de mohos que en
presencia de fuentes de los precursores adecuados, hace posible la formacién de cloroanisoles
y bromoanisoles con la aparicion de olores desagradables (Chatonnet, 2007).

Endlogos de bodegas de Mendoza, considerados informantes calificados sefialaron que
dentro de los defectos que aparecen durante el envejecimiento del vino, predomina el olor a
moho; atribuible a compuestos del tipo tricloroanisoles, tetracloroanisoles y tribromoanisoles,
declarado por el 100 % de los encuestados (Alturria, et al., 2008).

Durante la vinificacion y maduracién, sobre todo para el caso de recipientes de
madera, es imposible lograr la esterilizacidon; es decir, la obtencién de un medio
absolutamente exento de microorganismos. La madera no es un material inerte, por esto se

utiliza, por sus aportaciones al vino, por lo tanto, cualquier procedimiento de higiene debe
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respetar su estructura y composicidon. Su microporosidad y su inercia, limitan la eficacia de los
métodos de limpieza y desinfeccién (Chatonnet, 2007).

Los depésitos de tartrato durante la crianza se acumulan y sirven de refugio a los
microorganismos. Se ha establecido que una barrica usada de 225 L contiene alrededor de 5 L
de vino retenidos en los primeros milimetros de las duelas (Remirez & Palacios, 2012).

No es posible utilizar cualquier procedimiento, agente detergente o desinfectante
para garantizar el mantenimiento de la calidad de las interacciones entre la maderay el vino, y
a la vez la ausencia de residuos dafiinos. Dentro de los diferentes medios de limpieza y
desinfeccidn aptos para la madera estan:

-Enjuague. Su objetivo es acelerar el proceso eliminando los sedimentos poco
adheridos o no adheridos a las superficies. Se utiliza agua fria a baja presién, porque para
provocar el arrastre y el escurrido de los sedimentos no adheridos, lo mas importante es el
volumen de agua.

-Limpieza. Su velocidad y eficacia dependen de la presién y temperatura del agua de

lavado.

Figura 42: Lavando barricas (Vinos y vifiedos, 2010)

Limpieza a alta presion. El aumento de la presidon y el uso de cabezas de lavado
rotativo permiten aumentar la eficacia de la limpieza, acceder a casi la totalidad de la
superficie a limpiar, y reducir el consumo de agua y el volumen de residuos. Cuanto mas
elevada sea la presidon, mas eficaz sera el lavado, pero siempre se debe trabajar con presiones
que no sean susceptibles de alterar la estructura de la madera. La temperatura de limpieza

eficaz se encuentra entre 60 y 90 °C. De esta forma, y con un mantenimiento regular (por lo
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menos dos veces al afio) es posible limpiar bien sin recurrir al empleo de detergentes
quimicos.

Utilizacion de detergentes quimicos. Cuando los recipientes son grandes (cubas), no es
tan facil usar la alta presién, ya que debido a las dimensiones de los continentes es necesario
gue para su limpieza un operario penetre en su interior, pero la elevada presién y el agua
caliente producen una niebla que hacen insoportable la permanencia en el recipiente.
Conviene trabajar entonces a media presion y, tomando en consideracién su volumen vy
superficie, recurrir a la ayuda de detergentes quimicos para eliminar los sedimentos de tartaro
y materias colorantes adheridas a la madera. La edad de los sedimentos también influye en la
facilidad de la limpieza, asi, el sedimento abundante de un vino joven es mas facil de limpiar
gue el de un vino ya limpio.

Los detergentes a utilizar sobre la madera deben respetar sus caracteristicas, en este
caso la limpieza es siempre superficial. Es imposible limpiar realmente la madera mas alla de
0,5 a 1,5 mm de profundidad utilizando sélo agua a presion. La accidn del detergente acelera la
limpieza facilitando la desincrustacion de los sedimentos presentes en la microporosidad de las
duelas. Sin embargo, los detergentes nunca deben penetrar demasiado profundamente
porque seria imposible su eliminacién total.

En enologia, los detergentes aptos para la eliminacién de las manchas cldsicas son
principalmente alcalinos moderados, adecuados para niveles reducidos de suciedad, o fuertes,
mas adecuados para la eliminacidon de precipitados de tartrato abundantes. El detergente
ideal, no existe; por lo tanto, para obtener un resultado satisfactorio es necesario asociar
distintos productos.

-La soda cadustica o hidréxido de sodio es un potente alcalino que neutraliza los acidos
generando sales de sodio. Por si misma no posee propiedades detergentes propiamente
dichas, pero su alcalinidad permite la solubilizacidon de todos los sedimentos de acidos fuertes
y débiles. La disolucidon en agua es exotérmica, por lo que debe aplicarse con medidas
protectoras, es higroscdpica, lo que dificulta su dosificado, y ademas es agresiva con la madera
por lo que debe utilizarse en concentraciones bajas.

-Los fosfatos alcalinos, ortofosfatos (disddicos y trisddicos), pirofosfato tetrasédico y
tripolifosfato pentasddico, son de muy controvertida utilizacion debido al fendémeno de la
eutrofizacién. La eutrofizacién es un desarrollo intensivo de algas a expensas de la flora y la
fauna del agua: plancton, peces. Los fosfatos desempefian un papel de abono, y “nutren” los
rios y lagos provocando la proliferaciéon de algas y, a la larga, la muerte de los peces. Los
fosfatos conocidos desde hace tiempo por sus propiedades detergentes y anticalcdreas,

pueden ser sustituidos por silicatos de aluminio complejos, las zeolitas, que no presentan los
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inconvenientes de los fosfatos. En consecuencia, para la limpieza en general y la de
recipientes de madera en particular, es aconsejable no utilizar detergentes fosfatados para
contribuir a la proteccién del medio ambiente.

-El carbonato de sodio no se disuelve bien en agua fria, es un alcalino medio, neutraliza
todos los acidos dando sales de sodio y desprendiendo diéxido de carbono, es poco
higroscépico y se adapta bien al mantenimiento de recipientes de madera poco sucios.

-Los silicatos que se encuentran en el mercado son una mezcla de distintos
compuestos. Sus interesantes propiedades detergentes se deben en parte a la facilidad con
qgue los silicatos se adsorben sobre las superficies, pero resulta muy dificil su desercién
dejando residuos blancos.

-Los agentes de superficie (tensioactivos), gracias a su accién sobre la tensidn
superficial del agua, aceleran la velocidad de la limpieza permitiendo la humectacién, la
hidratacion y el rdpido desprendimiento de las manchas incluso antes de su completa
disolucién por los elementos minerales contenidos en la solucidn detergente. Su accidn
también es muy importante en desinfeccién porque son los tensioactivos los que permiten el
contacto entre los principios desinfectantes y los microorganismos a destruir. Existen cuatro
tipos de tensioactivos diferentes: no idnicos, anidnicos, catidnicos y anfolitos. Aparte de los
tensioactivos anidnicos fosfatados, que deberian evitarse por su poder eutrofizante, no hay
una molécula mds adecuada a la madera que otras, su eleccidon deberd realizarse en base a las
condiciones de utilizacién, basicamente temperatura y pH.

-Los complejantes (minerales u organicos), también llamados secuestrantes o
quelantes, tienen la funcién anti-tartaro; “secuestran” los cationes metadlicos y los obligan a
unirse a los aniones en forma de sales insolubles. Entre los cationes estan: Ca*, Mg2+, Fe”,
Cu®™, Zn* y AP*". Los complejantes a emplear deben seleccionarse en relacién al pH de
utilizacion y al metal a complejar.

Practicamente todas las férmulas de detergentes industriales contienen complejantes,
pese a haber sido disefiados para resistir las aguas duras, los agentes tensioactivos son
mejores detergentes en agua dulce o desmineralizada.

-Desinfeccion.

-Desinfeccion por vias quimicas. Tradicionalmente se utiliza el diéxido de azufre, que
puede producirse por la combustidn de una mecha o de pastillas de azufre, o introducirse
directamente en forma gaseosa. Pese a su antigliedad, el empleo de didxido de azufre es eficaz
tanto para proteger al vino como a la madera frente a contaminaciones de bacterias y
levaduras no deseadas. También el azufre es eficaz para conservar las barricas usadas vacias,

pero es necesario repetir regularmente el sulfitado en funcién de las condiciones de
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almacenamiento. Una atmdsfera seca favorece la entrada de aire y la pérdida del antiséptico,
pero también limita el crecimiento de gérmenes al disminuir la actividad del agua (aw); una
atmésfera hiumeda permite conservar mejor el diéxido de azufre gracias a una mejor
estanqueidad de las barricas, pero no limita el eventual crecimiento de los gérmenes
residuales por la deshidratacidon del medio. Quemar una cantidad demasiado grande de azufre
de una sola vez no es conveniente, porque la combustién serd incompleta (disminucion del
oxigeno disponible y extincién de la combustidn por el diéxido de azufre); la combustién de

varias dosis pequefias o la inyeccién de gas son mucho mas eficaces.

Figura 43: Empleo del sulfuroso en la desinfeccion de barricas (Chavarri Mardones, 2012)

-Los desinfectantes quimicos intervienen destruyendo los microorganismos por
oxidacion de sus componentes celulares, por lisis o alteracién de las membranas celulares, o
por interaccion letal con componentes celulares. Entre los distintos desinfectantes quimicos
existentes, sélo unos pocos se pueden emplear en enologia y en contacto con la madera.

-Los oxidantes halogenados (cloro, cloraminas y iodéforos) no se pueden utilizar en
contacto con madera por las razones expuestas anteriormente en el caso del cloro y por la
reducida eficacia de los iodéforos en contacto con una masa de materia organica como es la
madera. El formaldehido ha sido ampliamente usado para la conservacién prolongada de
recipientes de vino vacios mediante fumigacion. Sin embargo, la toxicidad del formol aconseja
su abandono ya que es un producto sospechoso de propiedades cancerigenas. Los alcoholes
deben utilizarse en altas concentraciones, tienen poco o nulo efecto contra las levaduras, caros
e inflamables. Los jabones anfolitos precisan de una elevada concentracidn para ser eficaces y

forman mucha espuma, lo que dificulta su aclarado.
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Los desinfectantes quimicos mas utilizables son los oxidantes no halogenados y los
amonios cuaternarios.

Dentro de los oxidantes no halogenados estan: el peréxido de hidrégeno, las sales de
peroxidos, el dcido peracético, el permanganato de potasio y el ozono.

-El peréxido de hidréogeno, o agua oxigenada, se encuentra en el mercado en forma
liguida. Para ser eficaz, necesita un tiempo prolongado de contacto. El oxigeno activo se libera
a pH neutros o acidos a partir de 60 °C. La presencia de madera como materia orgdnica limita
su eficacia desinfectante; es activo contra todas las bacterias, pero menos contra las levaduras,
los mohos vy las esporas.

-Las sales de peréxidos producen soluciones de oxigeno activo comparables al
perdxido de hidrégeno liquido con la ventaja que se pueden preparar justo en el momento de
usar, siendo mas estables.

-En comparacion con el agua oxigenada clasica, el acido peracético presenta un efecto
esporicida y antilevaduras mas importante y sin necesitar una temperatura tan elevada para
ser activo. Tiene ademas una eficacia superior y obtenida con tiempos de contacto mds
reducidos, una temperatura mas baja, a una concentracién mas baja, y una mayor estabilidad.
Se descompone en oxigeno y acido acético, pero a las concentraciones empleadas, el riesgo de
residuos excesivos de acido acético es nulo. El producto diluido es facilmente aclarable y es
inodoro. Su utilizacién debe evitarse en contacto con el bronce, pero no corroe el aluminio ni

el acero inoxidable.
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Figura 44: Formacion y descomposicion del dcido peracético (Chatonnet, 2007)
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-El permanganato de potasio (KMnQ,) se utiliza desde hace mucho tiempo en la
desinfeccién de continentes de vino. Posee propiedades oxidantes importantes en medio
acido, por lo que se utiliza sobre todo como desodorante, pero sus propiedades desinfectantes
son bastante limitadas en comparacidn con los oxidantes ya citados y ademas necesita
tiempos de contacto bastante largos. Colorea el agua de rosa, pero en soluciones diluidas no
provoca cambios de color de la madera. Sus residuos producen polucién por el manganeso.

-El ozono (03) es un gas con propiedades oxidantes muy potentes de gran utilidad
para la desinfeccion del agua potable y ademds de uso enolégico. Debido a su vida
relativamente corta, el ozono siempre se genera “in situ” mediante un generador de ozono.
Hay dos grandes fuentes de generacién de ozono: las luces UV y las descargas eléctricas
(corona). La generacion de ozono mediante descarga corona es la mas habitual hoy. El ozono
se produce a partir del oxigeno como resultado directo de la descarga eléctrica que rompe la
molécula estable de oxigeno, liberando dos dtomos de oxigeno y calor. Estos atomos de

oxigeno se combinan con moléculas de oxigeno para formar ozono.

0; 0o O Os
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O O Os
Moléculas de oxigeno Atomos de oxigeno se combinan con moléculas de oxigeno ~ Moléculas de ozono

Figura 45: Generacion de ozono (Os) (Chatonnet, 2007)

El ozono es un gas muy oxidante, toxico y explosivo. Por eso su utilizacidn se realiza
después de la disolucidn en agua fria a la salida de la célula de descarga. El ozono produce una
desinfeccién rapida a pH neutro por accién directa del O;y de sus productos de degradacion
en el agua, especialmente los radicales libres 0"y HO'. Su principal modo de accién se da por
la oxidacion directa de las membranas celulares de los microorganismos, permitiendo que los
constituyentes celulares salgan al exterior de la célula. Sin embargo, los dafios producidos por
el ozono sobre los microorganismos no se limitan a la oxidacién de su membrana; el ozono
también causa dafios a los acidos nucleicos (ADN y ARN), con la ruptura de enlaces carbono-
nitrégeno, lo que da lugar a una despolimerizacidon. Los microorganismos, por lo tanto no son

capaces de desarrollar inmunidad al ozono como hacen frente a otros compuestos.
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Figura 46: Utilizacidn de ozono en bodega (Vinos y vifiedos, 2012)

El ozono es sélo un desinfectante, constituye una técnica muy eficaz para el
tratamiento en frio de las cubas de acero inoxidable, de resinas epoxi, de las canalizaciones, de
la linea de embotellado. Sin embargo, su rendimiento se ve afectado negativamente cuando
hay una carga microbiana elevada. En el caso de los recipientes de madera, debido a que la
superficie a tratar es orgdnica, ésta reacciona con el ozono, por lo tanto el tratamiento sélo es
eficaz a nivel superficial. El ozono no puede penetrar ni actuar en profundidad en el interior de
la madera, porque el propio material a tratar lo “consume”, en parte.

En definitiva, entre las materias activas oxidantes disponibles, las sales de perdxidos y
el acido peracético son las mas apropiadas para la desinfeccién de la madera.

Adaptando los tiempos a las condiciones de trabajo y al grado de suciedad, todo
protocolo de higiene debe seguir las siguientes etapas:

- Enjuague con agua fria a baja presion, para eliminar los sedimentos mads
grandes no adheridos.

- Limpieza en caliente (60 — 80 °C). A alta presién con una cabeza rotativa, con
ayuda o no de detergente alcalino a base de carbonato de sodio para una
suciedad media o de hidréxido de sodio si hay un tartaro grueso. A baja
presion con cabeza de lavado y en reciclado para el caso de recipientes
grandes.

- Enjuague rapido con agua.
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- Desinfeccién a base de perdxido, en medio neutro o acido, en lavado a alta
presion para los continentes pequefios o a baja presidn para los grandes.

- Enjuague rapido con agua a baja presion.

- Enjuague final con agua sulfatada (Chatonnet, 2007).
Sin la intervencion del agua sulfatada, la acidez del nuevo vino aumentaria en
detrimento de la calidad (Vinos y vifiedos, 2010).

- Escurrido si el procedimiento se para en esta etapa antes de azufrar, si no
puede realizarse luego una desinfeccion térmica.

-Desinfeccion por vias fisicas. La desinfeccidn térmica permite evitar el empleo de
sustancias quimicas exégenas. La fase de limpieza previa, con o sin la ayuda de detergentes, no
precisa de una temperatura superior a 80 °C. Al contrario, a partir de este nivel ciertos
compuestos pierden su eficacia (amonios cuaternarios). Pero, para garantizar la eliminacién de
los gérmenes presentes en la superficie y mas en profundidad, en el interior de las duelas, la
aplicacion de una temperatura elevada asegura la eficacia reduciendo la duracion del
tratamiento. Si bien, sobre la madera no se puede utilizar una temperatura demasiado elevada
durante mucho tiempo, porque produciria la alteracién del continente. El tratamiento térmico
de la madera puede realizarse bien con agua caliente (entre 85 — 90 °C), con vapor fluyente
(105 - 120 °C), pero dificilmente con vapor recalentado (mas de 160 °C). El principal interés de
la desinfeccidn térmica es poder acceder a capas profundas de la madera que son inaccesibles
a los tratamientos quimicos. Sin embargo, dada la naturaleza de la madera que no conduce el
calor, la desinfeccion térmica es muy lenta.

Todos los casos de desinfeccidn térmica de la madera requieren de tiempos de
tratamiento prolongados para ser eficaz.

También es posible calentar la madera mediante radiaciones de alta frecuencia, el
calentamiento se realiza en seco sobre la barrica drenada, después de la limpieza. Permite el
calentamiento de la madera desde el centro de las duelas, a través de la excitacion del agua
contenida en el material. Con la barrica puesta en rotacion y en contacto con las aplicaciones
de ondas, se puede calentar la madera en profundidad acelerando la vibracién atomica de las
moléculas dipolares y de las moléculas de agua presentes en la madera y en las células de los
microorganismos, produciendo su destruccién por efecto térmico directo o indirecto
(Chatonnet, 2007).

La gran ventaja de la aplicacidon de microondas es que inactiva los microorganismos sin
calentar la madera. El maximo de temperatura en el exterior de las duelas no supera los 45 °C,
por lo que es un tratamiento térmico muy inofensivo frente a la composiciéon de la madera

(Palacios, et al., 2012).
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Los procedimientos de desinfeccidon térmica se usan en las instalaciones de crianza mas
nuevas, lo habitual es que sdlo se realice una desinfeccion superficial. Si existen
contaminaciones con levaduras, la duracién del tratamiento debe alargarse para garantizar
una desinfeccion profunda de la madera.

-A fin de lograr la eliminacién de la fraccion mas sucia y agotada de las barricas, puede
realizarse también el cepillado de las duelas. La técnica se basa en la eliminaciéon de una capa
de madera, de 1 a 2 mm como maximo, en aquellas barricas en las que se ha formado un
depdsito sobre las paredes y el fondo. Luego de este proceso el vino tiene facil acceso a la capa
mas profunda de la madera, las aportaciones de compuestos extraibles como los taninos
eldgicos, indispensables para la evolucién oxidativa, son mas intensas. Sin embargo, el
cepillado superficial, de 0,5 a 1 mm, modifica muy poco el aporte de sustancias volatiles y
odorantes, dado que a este nivel de cepillado, las sustancias de las capas de madera
descubiertas ya han sido extraidas por el vino. Ademas, este proceso, no permite desinfectar la
madera.

-El arenado, la inyeccidn de arena fina al interior de la barrica, mediante un dispositivo
adaptado a su boca, permite rebajar la superficie de la madera eliminando la mayoria de los
sedimentos que se han precipitado sobre las duelas y también la capa de madera que ha
absorbido esos sedimentos. Después del tratamiento, mejora la interaccién del vino con las
capas mas profundas, y la evolucidn oxidativa, no sélo porque el oxigeno penetra mucho mas
facilmente a través de la duela, sino porque las capas de madera mas ricas en taninos eldgicos
indispensables para las reacciones de oxidacidn vuelven a estar en contacto con el vino. El
arenado de la madera no produce ningun tipo de desinfeccidn, no permite eliminar todos los
sedimentos, por lo tanto es necesario combinar esta técnica con otros métodos fisicos y/o
quimicos.

-El calentamiento de las capas de madera puestas al descubierto propone aportar
nuevos compuestos volatiles y odorantes producidos por la degradacién térmica de la madera.
El calentamiento de la barrica usada tras su cepillado permite efectivamente aportar de nuevo
productos aromaticos tipicos de la madera aumentando considerablemente la complejidad de
la cata. Pero, al mismo tiempo, se detecta la presencia de proporciones mas elevadas de
numerosos fenoles volatiles, que no provienen en su totalidad de la degradacién térmica de la
lignina de la madera; algunas de estas moléculas las produce el calentamiento de los
polifenoles del vino impregnados en la duela y comunican al vino conservado en estos
recipientes un caracter aromatico particular y desagradable, a “quemado” o “ahumado”. En

resumen, el tostado de las barricas usadas puede producir una desinfeccién profunda con
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aspectos positivos, pero también puede provocar en el vino resultados desagradables a nivel
sensorial (Chatonnet, 2007).
Como conclusioén:

e El mantenimiento de las barricas para el vino es una tarea indispensable
tendiente a incrementar y mejorar la calidad de los vinos a corto, mediano y
largo plazo.

e La conservacién en recientes limpios y desinfectados permite al vino
desarrollarse de manera armoniosa a lo largo de su proceso de envejecimiento
en botella sin necesidad de tratamientos previos. En caso contrario, sera
necesario estabilizarlo de forma enérgica en el momento del embotellado para
evitar la alteracion de su calidad.

e Es indispensable respetar reglas simples y elementales para conseguir una
limpieza y desinfeccién eficaces. Incluso si se ha realizado un trabajo perfecto,
la desinfeccidn es siempre temporal.

e No es posible esterilizar la madera y su estructura particular hace dificil una
desinfeccién perfecta.

e (Cuando se ha realizado de manera quimica, la desinfeccion no es sino
superficial, ya que es imposible hacer penetrar los agentes desinfectantes
profundamente sin riesgo de dejar residuos peligrosos o de alterar la calidad
de las interacciones madera-vino.

e Unicamente los procedimientos térmicos mas nuevos permiten eliminar la
contaminacion profunda, pero es necesario el empleo de tecnologia y procesos
de trabajo lentos.

e las técnicas de renovacién de las barricas que consisten en la eliminacién,
mediante procedimientos fisicos de la capa superficial de las duelas en
contacto con el vino, producen una limpieza mas profunda pero no
desinfectan.

e Los intercambios madera-vino son, sin duda, mejorados, pero no recuperan los
niveles de las barricas nuevas.

e Si no se controla la higiene de los recipientes de madera, o si no se puede
controlar, es preferible evitar la madera como material de conservacién. Los
riesgos de alteracion son demasiado importantes y aumentan

exponencialmente con el envejecimiento del material.

Medidas sanitarias para prevenir el ingreso y produccion de haloanisoles en bodegas



Anexo 102

e En enologia, la higiene de los continentes de madera debe atender a controlar
la limpieza y desinfeccién, mejorando los aportes de la madera de roble en el

transcurso del tiempo (Chatonnet, 2007), (Palacios, et al., 2012).
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