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EFECTO DEL USO DE B-GLUCANASAS Y DERIVADOS DE LEVADURAS EN LA CALIDAD DEL VINO ESPUMOSO
VERDEJO DE LARGA CRIANZA.

1. RESUMEN.

El presente estudio se ha realizado con el fin de comprobar la efectividad de
diversos tratamientos enoldgicos en vinos espumosos de larga crianza de la variedad
Verdejo.

Se elaboraron 4 tipos de vinos espumosos partiendo del mismo vino base y un
licor de tiraje. Los tratamientos fueron un vino con cortezas de levaduras secas
inactivas, otro con un producto a base de autolisados de levaduras y otro con B-
glucanasas. Ademas se incluy6 un vino espumoso sin coadyuvantes (vino control). Los
coadyuvantes se afiadieron a la dosis maxima recomendada por el fabricante en el
licor de tiraje

Los vinos se sometieron a una segunda fermentacién en botella y un periodo de
crianza durante 22 meses. Pasado este tiempo se procedié a realizar un analisis
fisico-quimico y sensorial.

Los tres tratamientos con coadyuvantes mejoraron las caracteristicas de crianza
de los vinos elaborados. La adicién de cortezas y autolisados potencié la percepcién
de aromas frutales y florales, y el empleo de B-glucanasas mejor6 la sensacién de
volumen en boca y suaviz6 el impacto del carbdnico en la misma.

2. INTRODUCCION.,

El origen del vino espumoso se remonta hacia 1660, cuando los vinos franceses
se comienzaron a embotellar un poco antes de terminar la fermentacion alcohdlica. El
resultado era vinos pdlidos, de baja graduacion y con presencia de burbujas, muy
populares en las cortes francesas e inglesas de la época. Esta efervescencia fue una
fuente de problemas, ya que las botellas estallaban y los tapones saltaban. Fue en
1670 cuando el monje dom Pierre Pérignon, de la abadia benedictina de Hautvillers,
establecio la forma de produccion e introdujo cambios como la selecciéon de uva y
vifiedo, la sujeccién del corcho por una grapa metédlica y el empleo de botellas de
vidrio méas grueso (Segarra, 2003).

2.1. Elaboracion del vino espumoso.

La elaboracion de vinos espumosos mediante el método tradicional es un proceso
largo que sigue varias etapas. La mayoria de ellas requieren mucho tiempo y una
mano de obra cualificada y cara. En la figura 1 se muestra un esquema de todos los
proceso de elaboracion de un vino espumosos.

La produccién de un vino espumoso de calidad por el método tradicional comienza
con la elaboracién de un vino tranquilo que se denomina “vino base”. La elaboracion
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del vino base empieza con una vendimia cuidadosa de una uva con una madurez
adecuada, que tenga una buena acidez sin demasiado grado alcéholico probable, ya
gue la segunda fermentacion va a aumentar el grado alcohdlico total del vino. Esta uva
se somete a un sulfitado y prensado muy cuidadosos. EI mosto obtenido sufre una
fermentacién alcoholica a temperatura controlada. Si el vino tiene una acidez elevada,
se puede someter al vino base a una fermentacién malolactica. Si asi se desea, se
puede realizar el coupage de diversos vinos. Una vez obtenido el vino seco acabado
se suele someter a una estabilizacion tartarica, ya que precipitaran cristales de tartrato
al aumentar el grado alcohdlico en la segunda fermentacion, ocasionando problemas
en el degielle (Blouin & Peynaud, 2006). Se comprueba que el vino base acabado
tenga un nivel de nitrégeno facilmente asimilable adecuado, en caso contrario se
deben afiadir nutrientes nitrogenados con el licor de tiraje.

Figura 1: Elaboracion del vino espumoso mediante el método tradicional. 1: Vendimia y
procesado de la uva. 2: Elaboracion del vino base. 3: Realizacién del coupage. 4: Adicién del
licor de tiraje y llenado de botellas. 5: Segunda fermentacién y puesta en rima. 6: Removido y
puesta en punta. 7: Congelacion del cuello y las lias. 8: Deguelle. 9: Adicion de vino y/o licor
de expedicion. 10: Encorchado. 11: Encapsulado y etiquetado (Hidalgo, 2011).
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Una vez elaborado el vino base, se le afiade el licor de tiraje. Este licor contiene
azucar, levaduras y aditivos de fermentacion y clarficacion. La concentracion de
azlcares suele alcanzar unos 24 g/l en el vino listo para la segunda fermentacion. Se
introduce la mezcla en las botellas donde se va a llevar a cabo la segunda
fermentacién durante unas cuantas semanas a temperatura baja. Se forma entorno a
1,3% vol. y 12 g/l de CO. que producen una presion de 6 a 8 bar. El vino es, a
continuacién, conservado “en rima”, con las botellas dispuestas horizontalmente
durante varios meses en los que se enriquece en compuestos aromaticos y sapidos
procedentes de la degradacion de las levaduras inactivas. Esta estancia sobre lias
puede durar afios y es muy importante para la calidad final del vino, para la finura y
para la estabilidad de las burbujas (Hidalgo, 2011).

A continuacién se realiza el “removido”, que hace que se junten las lias de
fermentacién en el cuello en inclinaciones progresivas hasta que la botella llega a
ponerse vertical o “puesta en punta’. Tradicionalmente es un proceso totalmente
manual y que requiere mucho tiempo aunque cada vez esta mas mecanizado y se
realiza mas rapido.

Después se elimina el depésito de lias reunido en el cuello. Este proceso se suele
hacer congelando una parte del cuello, liberando las lias congeladas gracias a la
presion interior al descorchar la botella y no saliendo apenas vino. Tradicionalmente se
realiza esta operacion sin congelar el cuello. El liquido que se pierde se puede llenar
con el mismo vino procedente de otra botella, o con un “licor de expedicién” para
ajustar el azucar del vino final y darle alguna caracteristica organoléptica adicional.
(Blouin et al., 2006). Por ultimo se vuelve a tapar la botella, se pone un bozal de
alambre, se encapsula y se etiqueta la botella.

En la calidad de los vinos espumosos hay varios factores implicados como la
viticultura, la técnica enoldgica o el tiempo de crianza. La variedad empleada es un
factor clave (Pozo-Bayon, Martinez-Rodriguez, Pueyo & Moreno-Arribas, 2009a). En el
caso de la variedad Verdejo, originaria de la zona de Rueda (Valladolid, Castilla y
Ledn), se ha comprobado que es una variedad que aporta un muy buen pefrfil
organoléptico al vino espumoso y es una variedad muy prometedora a la hora de
elaborar vino espumoso de alta calidad (Martinez-Lapuente, Guadalupe, Ayestaran,
Ortega-Heras & Pérez-Magarifio, 2013). En vinos jovenes tranquilos, la variedad
Verdejo tiene una buena intensidad aromatica y presenta aromas de la serie de
afrutados, dulces, florales y vegetales (Sdnchez-Palomo, Gomez Garcia-Carpintero,
Alonso-Villegas & Gonzélez-Vinas, 2010).
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2.2. Autdlisis de las levaduras.

La pared celular de Saccharomyces esta compuesta de manoproteinas
(polisacaridos de alto peso molecular conjugados con proteinas) formando una red
junto con fibras de glucanos y quitina (Pretorius, 2000) (figura 2). En su ruptura,
durante el proceso de autolisis que tiene lugar después de la muerte celular, esta
involucrada la accion de las B-glucanasas que hidrolizan el enlace B-O-glucosidico de
las cadenas de B-glucano, dando lugar a la liberacion de glucosa y oligosacaridos
(Dubourdieu, Villetaz, Desplanques & Ribéreau-Gayon, 1981). Como consecuencia de
la ruptura de la pared celular varios compuestos citoplasmaticos y parietales se liberan
en el vino espumoso, que pueden modificar sus propiedades organolépticas y
espumantes con efectos positivos sobre las caracteristicas del producto (Alexandre &
Guilloux Benatier, 2006; Pozo-Bayodn et al., 2009a).

MANOPROTEINAS

R-(1,6)-GLUCANO

R-(1,3)-GLUCANO

QUITINA

T:-———-———_' GLICOPROTEINA DE ANCLAJE

MEMBRANA PLASMATICA

Figura 2: Esquema de la composiciéon de la pared celular de las levaduras (Pretorius, 2000).

La autolisis de las levaduras comienza con la degradacién de las estructuras
celulares, siguiendo los siguientes pasos (Babayan, Bezrukov, Latov, Belikov,
Belatseva & Titova, 1981):

* Primero: las endoestructuras celulares se degradan, liberando proteasas
vacuolares al citoplsama.

* Segundo: las proteasas liberadas, son inicialmente inhibidas por inhibidores
citoplasméticos especificos, y después se vuelven a activar debido a la
degradacioén de dichos inhibidores.
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» Tercero: se hidrolizan los polimeros intracelulares, y se acumulan los
componentes resultantes de dicha hidrdlisis en el espacio restringido por la
pared celular.

e Cuarto: los productos de la hidrélisis son liberados cuando se hidrolizan hasta
alcanzar masas lo suficientemente pequefias para cruzar a través de los poros
de la pared celular.

La ruptura de la pared celular y la liberacidbn de los componentes se realiza
mediante el siguiente sistema en el que se diferencian cuatro procesos (Charpentier &
Freyssinet, 1989):

« Inicialmente las actividades de las enzimas endo- y exo-B-(1,3)-glucanasas
liberan una mezcla de polisacéaridos y de cadenas cortas oligosacaridicas. Una
fraccion de estos polisacaridos corresponde a las manoproteinas unidas
covalentemente al glucano de la pared intacta.

« Posteriormente, la hidrdlisis parcial del glucano provoca una desestabilizaciéon
de la estructura de la pared, que supone una liberacion de manoproteinas de
elevado peso molecular con bajos contenidos de glucosa y que provienen
mayoritariamente de la zona periplasmica.

« En una etapa mas tardia continta la degradacion de los glucanos de la pared
por las B-(1,3)-glucanasas en los restos de pared y en el medio extracelular.

« Finalmente las exo-B-(1,3)-glucanasas, solubilizadas en el medio, degradan el
glucano unido a las manoproteinas y estas Ultimas a su vez pueden ser
hidrolizadas por a-manosidasas y por otras proteasas que liberan
peptidomananos de menor tamafio.

Para realizar la autélisis de las levaduras en la crianza del vino espumoso se
necesitan varios meses. La baja temperatura crianza, un ratio bajo de muerte celular y
bajas cinéticas de reacciones enzimaticas explican esta lentitud. Hay varias opciones
para potenciar el efecto de la autdlisis de las levaduras: la adicién de autolisados de
levaduras, de cortezas secas de lavaduras inactivas, de B-glucanasas y el incremento
de la temperatura de crianza. Las técnicas de calentamiento suelen aportar un defecto
al vino calificado como “tostado” (Torresi, Frangipane, Garzillo, Massantini & Contini,
2014)

2.3. B-glucanasas.

El empleo de B-glucanasas externas en la elaboracion de vino estd admitido por la
OlV desde el afio 2004. Las B-glucanasas comerciales se obtienen de varias especies
de Trichoderma sp. La adicién de estas enzimas puede reducir el tiempo necesario
para la liberacién de polisacaridos al vino cuando se produce una crianza sobre lias y
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aumenta el contenido final de polisacaridos en el vino (OIV, 2004). Debido al poco
conocimiento sobre los efectos de los preparados enzimaticos ricos en B-glucanasas
para pontenciar las caracteristicas de la crianza de vinos espumosos, los fabricantes
Unicamente recomiendan su uso en vinos tranquilos.

Los estudios mas recientes sobre el efecto de las p-glucanasas en la fermentacion
y crianza de los vinos espumosos, dicen que la adicién de preparados ricos en estas
enzimas potencian las caracteristicas de crianza de los vinos espumosos tradicionales
(Rodriguez-Nogales, Ferndndez-Ferndndez, & Vila-Crespo 2012a). Estos resultados
han sido confirmados pero matizando que los efectos dependen de la cepa de
levaduras que lleva a cabo la segunda fermentacion (Torresi et al., 2014). También se
ha observado que los preparados ricos en B-glucanasas también son un excelente
coadyuvante para potenciar los efectos antioxidantes de los vinos espumosos
(Rodriguez-Nogales, Fernandez-Fernandez, & Vila-Crespo 2012b).

2.4. Preparados comerciales a base de levaduras inactivas

Los preparados comerciales a base de levaduras inactivas se obtienen de la
levadura Saccharomyces cerevisiae después de una inactivacion térmica una vez que
han crecido en condiciones aerdbicas en medios con altas concentraciones de azucar.
Se pueden clasificar en cuatro tipos dependiendo del proceso empleado en su
produccién (Pozo-Bayédn, Andujar-Ortiz & Moreno-Arribas, 2009b). :

* Levaduras inactivas. Obtenidas por la inactivacion térmica seguida por una
deshidratacion.

» Autolisados de levaduras. Despues de la inactivacion térmica, hay un paso de
incubacién donde se permite que las enzimas sean liberadas desde la vacuola,
y degraden parte del contenido intracelular.

» Cortezas o paredes de levaduras. Se separan los componentes insolubles
formados por las paredes celulares de las levaduras sin el contenidos
citoplasmaético.

» Extractos de levaduras. El extracto soluble obtenido después de una
degradacion total del contenido citoplasmatico.

La adicion de derivados de levaduras secas inactivas a los vinos puede producir
cambios en el aroma del vino no solo debido a su efecto sobre la volatilidad de aroma,
sino también por la liberacién y la incorporacion de compuestos odorantes inicialmente
presentes en los preparados de levaduras secas inactivas en los vinos. En funcién del
tipo de vino los efectos sensoriales pueden ser diferentes; mientras que la adicion de
preparados de levaduras secas inactivas no tiene ningun efecto sobre el aroma de los
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vinos varietales muy intensos, si pueden mejorar el aroma de los vinos poco
arométicos (Pozo-Bayon et al., 2009b).

2.4.1. Cortezas de levaduras.

Las paredes celulares de levaduras, o cortezas de levaduras, se obtienen a partir
de levaduras Saccharomyces spp. El método de preparacion debe respetar el area de
superficie y por consiguiente, la capacidad de absorcion.

Las paredes celulares de levaduras se presentan bajo la forma de polvo fino o
microgranulado, no higroscopico, de color crema y ligeramente aromatico. No aportan
residuos perjudiciales a los mostos de uva ni a los vinos. En el proceso, no se afladen
antibiéticos ni ningun otro compuesto que no sea necesario para el crecimiento de la
levadura.

Se utilizan para prevenir y tratar de evitar las paradas de fermentacion. Cuentan
con la propiedad de fijar ciertos acidos grasos (octanoico y decanoico) que afectan a la
permeabilidad de la membrana de las levaduras.

El efecto estimulador de las paredes celulares de levadura se basa en su
capacidad para adsorber ciertas sustancias téxicas para las levaduras, que éstas
producen durante el periodo de crecimiento, siendo especialmente el acido decanoico,
el principal inhibidor (OIV, 2013a)

2.4.2. Autolisados de levaduras.

Los autolisados de levaduras se utilizan como nutrientes para la rehidratacion de
las levaduras secas activas destinadas a la fermentaciéon alcoholica, asi como en
calidad de nutrientes durante la fermentacion alcohdlica. Proceden de biomasa de
levaduras de tipo Saccharomyces spp. Se obtienen a partir de una biomasa de
levadura, tras una autolisis, en ocasiones, combinada con tratamientos térmicos y/o
modificaciones del pH.

Se presentan en polvo, en copos o granulados, con un color entre amarillo claro y
marron y un olor caracteristico a levadura. También pueden encontrarse en estado
liquido, de un color entre amarillo ocre y marrén.

Los autolisados de levadura son facilmente solubles en agua. La parte soluble es
inferior al 80 % de la materia seca (OIV, 2013b).

El uso de autolisados de levaduras para potenciar la fermentacion alcohdlica o
malolactica puede inducir cambios negativos inesperados en la composicién del vino.
Por ejemplo, se ha demostrado que mostos a los que se les afiaden autolisados de
levaduras tienen mayor cantidad de aminas bidégenas (tiramina y cadaverina) que
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pueden proceder de los aminodcidos tirosina y lisina que estan presentes en el
autolisado inicial. (Pozo-Bayon et al., 2009b).

3. OBJETIVO.

El objetivo del presente estudio es comprobar el efecto del uso de diversos
coadyuvantes (B-glucanasas, cortezas y autolisados de levaduras) sobre las
caracteristicas fisico-quimicas y organolépticas de los vinos espumosos Verdejo de
larga crianza.

4. MATERIAL Y METODOS.

4.1. Elaboracién de los vinos.

Los vinos espumosos se elaboraron usando un vino base de la variedad Verdejo
del afo 2012 mediante el método tradicional (segunda fermentacion en botella). Para
llevar a cabo dicha fermentacién, se afadi6 azucar (22,3 g¢/l), levadura
Saccharomyces cerevisiae bayanus (Seccoferm, Erbsloh, Alemania, 15 g/HI) y un
clarificante (alginato, Sekt-Klar plus, Erbsléh, Alemania, 60 ml/HIl). Las botellas se
dividieron en cuatro lotes para aplicar cada tratamiento: (a) un lote sin aditivos, (b)
cortezas de levaduras (Superbouquet MN, Agrovin, Spain) a 30 g/HI, (c) autolisados de
levaduras (Superbouquet, Agrovin, Spain) a 30 g/Hl y (d) B-glucanasas (Enovin
glucan, Agrovin, espafa) a 3 g/HI. Las dosis se corresponden con las méaximas dosis
recomendadas por el fabricante. La segunda fermentacion y crianza sobre lias se llevo
a cabo durante 22 meses a una temperatura de unos 14-15°C.

4.2. Procedimientos analiticos.

Al final del periodo de crianza, dos botellas de cada lote se analizaron por
duplicado para los pardmetros de pH, acidez total (AT), acidez volatil (AV), grado
alcohdlico (°Alc), azucares reductores (AzR) nitrogeno féacilmente asimilable (NFA),
intensidad del color (IC), indice de polifenoles totales (IPT), acidos hidroxicinamicos
(Hcin) y flavonoles (FLVS) y por triplicado para los pardmetros de proteinas solubles
(PS), polisacaridos acidos (PolAc), polisacaridos totales (PolT) y polisacaridos neutros
(PoIN).

Se emplearon los métodos descritos por la Organizacién Internacional de la Vifia y
el Vino (OlV, 2015) para la determinacion del pH, acidez total, acidez volatil, azicares
reductores y grado alcohdlico. La intensidad del color se determind midiendo la
absorbancia oOptica del vino a 420 nm. Las proteinas totales se determinaron por el
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método colorimétrico descrito por Bradford (1976). EI método de titulacion con
formaldehido se usé para cuantificar el nitrdgeno facilmente asimilable (Shively &
Henick-Kling, 2001). Los polisacéridos totales, &cidos y neutros fueron evaluados
mediante el método descrito por Segarra, Lao, Lopez-Tamames & De La Torre-
Boronat (1995).

Algunas familias de compuestos fendlicos se determinaron mediante
espectrofotometria UV. indice de Polifenoles Totales, acidos hidroxicinamicos totales y
flavonoles totales, se cuantificaron midiendo las absorbancias a 280, 320 y 365 nm
respectivamente en cubetas de cuarzo de 1 cm en un espectrofotometro UV-visible
(Lan Optics 2000 UV, Labolan, Espafia).

4.3. Analisis sensorial.

Un grupo de 13 consumidores no entrenados, pero con experiencia previa
en la cata de vinos, y con edades comprendidas entre los 18 y los 45 afios,
evaluaron 4 muestras, cada una de un vino con uno de los tratamientos del
estudio. Las pruebas se realizaron en la sala de cata de la ETSIIAA del
Campus de Palencia (Universidad de Valladolid) y en cabinas individuales. Las
4 muestras se sirvieron aleatoriamente segun un disefio de bloques completos,
en copas tipo flauta para la degustacién de vinos espumosos, con cédigos de
tres cifras elegidos al azar.

Para cada muestra, los consumidores evaluaron en primer lugar la
aceptabilidad del color, olor, sabor, picor en boca, persistencia en boca,
aceptabilidad global e intencion de compra utilizando una escala heddnica de 9
puntos (Stone & Sidel, 2004). A continuacion los consumidores realizaron un
analisis descriptivo cuantitativo (Faye, Brémaud, Teillet, Courcoux, Giboreau &
Nicod, 2006) utilizando una ficha de cata de 14 descriptores agrupados en fase
visual (limpidez e intensidad del color), fase olfativa (intensidad del olor, olor a
frutas, olor a flores y olor a levaduras) y fase en boca (carbénico en boca,
intensidad de aroma, sabor acido, sabor amargo, sabor dulce, volumen en
boca, astringencia y persistencia). Todos los atributos los evaluaron utilizando
una escala no estructurada de 10 cm. Por udltimo, mediante la técnica del
Napping® (Pageés, 2005), los consumidores tenian que colocar las muestras de
vino en una hoja en blanco de 40 cm x 60 cm segun sus propios criterios y
segun la importancia relativa que cada consumidor quisiera dar, de tal manera
gue dos vinos estan muy cerca si son percibidos como idénticos y distantes
entre si si son percibidos como diferentes.
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4.4. Tratamiento estadistico de los datos.

Con los resultados analiticos, se realizdé un analisis de varianza (ANOVA), para
comprobar la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre las medias
de cada pardmetro (p < 0,05). Posteriormente, se aplicO el test de Tukey para
diferenciar los subconjuntos homogéneos que forman las medias, definidos con letras.
Para realizar dicho tratamiento estadistico se utilizé6 el programa STATGRAPHICS
Centurion XVI Version 16.2.04 para Windows 7 (Statistical Graphics Corp., Rockuville,
MD 20852-4999 EE.UU.).

El analisis de los datos obtenidos en la prueba de aceptabilidad se realizd
utilizando mapas de preferencia internos (MPI), y con los datos del andlisis descriptivo
cuantitativo, un andlisis de componentes principales (ACP). En ambos casos se utilizé
el programa STATGRAPHICS Centurion XVI Version 16.2.04 para Windows 7
(Statistical Graphics Corp., Rockville, MD 20852-4999 USA). Los datos del Napping®
se analizaron mediante un analisis factorial mdultiple (AFM) usando el lenguaje R (R
Development Core, 2007) y el paquete FactoMine R.

5. RESULTADOS Y DISCUSION.

Una vez realizados los analisis fisico-quimicos , se realizdé un estudio de varianza
(ANOVA) para cada uno de los pardmetros mostrando las diferencias estadisticamente
significantes (p < 0,05) para cada tipo de tratamiento.

5.1. Efectos sobre los parametros clasicos.

La tabla 1 muestra los resultados de los andlisis realizados una vez concluida la
crianza para el pH, la acidez total y volatil, los azucares reductores y el grado
alcohdlico.

No se muestran diferencias significantes entre el pH de los cuatro tratamientos.
Tampoco se observan diferencias concluyentes para la acidez total y la acidez volatil.
Por lo que se supone que el tipo de tratamiento no afecta a los parametros de pH,
acidez total y acidez volatil
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Tabla 1. Parametros enoldgicos clasicos de cada tipo de tratamiento.

Control Cortezas  Autolisados B-glucanasas P-valor
pH 2,81°+0,01 2,812+0,02  2,80°10,01 2,79%40,02 0,39
Acidez total
i L 5,2240,1 5,1°+0,1 5,12+0,1 5,12+0,1 0,37
(g/l de &c. tartéarico)
Acidez volatil
, L 0,22°+0,02 0,222+0,01 0,22°10,01 0,23210,01 0,62
(g9/l de &c acético)
Azucares reductores
@ 0,7240,2 0,9°40,2 4,6°40,9 2,4°+1,7 0,0000
Grado alcohélico
12,6°0,1 12,7°40,1 12,12+0,1 12,43+0,2 0,0002

(% = viv)

En cuanto a los azlcares reductores, se observa como en los vinos elaborados sin
aditivos y con cortezas de levaduras, se puede afirmar que se han agotados los
azucares fermentables por completo se podrian denominar como “Brut Nature” (<3,0
g/l de azucares residuales), mientras que los vinos elaborados con B-glucanasas si
bien todavia podrian llevar la apelacion de “Brut Nature”, sus azucares residuales son
sensiblemente mayores. Los vinos elaborados con autolisados de levaduras,
presentan una cantidad de azucar residual mayor a los otros tres tipos de vino, y ya no
podrian llevar la denominacién de “Brut Nature”, si no que tendria que llevar la de
“Extra Brut” (<6,0 g/l de azucares residuales) (Union Europea, 2009). Estos resultados
estan en desacuerdo con los encontrados por Rodriguez-Nogales et al. (2012a) donde
a los 9 meses de crianza, los niveles de azucares residuales en los tratamientos y del
vino control, no presentaron diferencias significativas. Ademas, desde el tercer mes de
crianza, los niveles de azucares residuales ya estaban por debajo de los 3,0 g/l
llegando, a los 9 meses de crianza, a alcanzar niveles inferiores a 0,3 g/l y por lo tanto,
no observandose ningun problema en la segunda fermentacion.

Respecto al grado alcohdlico, se observa que estd muy relacionado con la
cantidad de azlcares residuales. Se comprueba que los vinos que mayor grado
alcohdlico tienen son los que mas azucares han consumido. El grado alcohdlico medio
lo presentan los vinos elaborados con B-glucanasas que son los vinos con un
contenido en azucares residuales medio. Por ultimo, se confirma que los vinos con
autolisados no han fermentado completamente los azlcares del licor de tiraje al ver
gue son los que menor grado alcohdlico tienen junto con la mayor cantidad de
azucares residuales. A pesar de estos resultados, no parece légico que el menor
grado alcohdlico observado en algunas muestras esté relacionado directamente con la
adicion de los coadyuvantes (autolisados y B-glucanasas).
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5.2. Efectos en el contenido de polisacaridos.

El nivel de polisacaridos neutros se emplea para evaluar el grado de autdlisis en el
vino (Rodriguez-Nogales, 2012a). En la figura 3 se muestran los contenidos en
polisacéridos totales y neutros en los vinos objetos del estudio. Al partir del mismo vino
base, se supone que las diferencias que se observan en cada vino son Unicamente a
los coadyuvantes afiadidos con el licor de tiraje. Al comparar los poliscaridos totales se
tiene en cuenta los polisacaridos neutros y los acidos. Los polisacaridos neutros son,
mayoritariamente glucanos y manoproteinas procedentes de autdlisis de las levaduras
(Usseglio-Tomasset, 1998).

Como se observa en la figura 3, el vino control es el que menos polisacaridos
totales presenta al final de la crianza. Por el contrario, el vino al que se le afiadieron
autolisados de levaduras es el que mas polisacaridos totales tiene, mientras que la
cantidad de polisacaridos totales en el vino con cortezas y el que se afiadieron (-
glucanasas quedarian en un grupo intermedio.

Teniendo en cuenta los polisacaridos neutros, el vino control sigue siendo el que
menos tiene, mientras que el vino con autolisados y con B-glucanasas son los que mas
tienen. En este aspecto, el vino con cortezas seguiria quedando en una categoria
intermedia.

X

% 150 1 7 / %/7
" % =
% 100 % Z Z Z
% 50 a % 5 / b / ab %
N2 W W N

Polisacéridos totales (mg/l) # Polisacaridos neutros (mg/l)

Figura 3: Contenido en polisacaridos totales y neutros en cada vino. Los resultados estan
expresados como la media * desviacion estandar. Las letras diferentes se corresponden con
valores estadisticos significativamente diferentes (p<0,05). CON = vino control, COR = vino
con cortezas secas de levaduras, AUT = vino con autolisados de levaduras, BGL = Vino con
B-glucanasas.

Comparando estos resultados con los obtenidos por Rodriguez-Nogales et al.
(2012a) al cabo de una crianza de 9 meses, se observa un aumento importante en los

Alumno/a: Raul Sandoval Manzano .
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA) — E.T.S. DE INGENIERIAS AGRARIAS
Titulacion de: Grado en Enologia

14128



EFECTO DEL USO DE B-GLUCANASAS Y DERIVADOS DE LEVADURAS EN LA CALIDAD DEL VINO ESPUMOSO
VERDEJO DE LARGA CRIANZA.

contenidos de polisacaridos neutros de los cuatro tratamientos. Estos incrementos son
mas marcados en el vino control (desde unos 20 mg/l en el vino con 9 meses a unos
130 mg/l en el vino con 22 meses de crianza), aunque los niveles siguen siendo mas
bajos que el resto de tratamientos. El siguiente vino que mas ha aumentado en el
contenido de polisacaridos neutros es el que tiene autolisados de levaduras, que ha
aumentado unos 90 mg/l de polisacaridos respecto al vino con crianza de 9 meses.
Las diferencia de los vinos con cortezas y con 3-glucanasas entre las crianzas de 9y
22 meses son de 70 y 30 mg/l, respectivamente.

En este caso, el vino que menor cantidad de polisacaridos neutros presenta sigue
siendo el vino control, pero las cantidades respecto al mismo vino con una crianza de
9 meses son muy superiores. Esto puede ser debido a que a pesar de no tener ningin
coadyuvante, el mayor tiempo de permanencia del vino en contacto con las lias ha
permitido que se produzca una mayor autolisis por accion de las enzimas propias de
las levaduras y una mayor cesion de compuestos provenientes de la pared celular al
vino.

Rodriguez-Nogales et al. (2012) mostraron que, a los 9 meses de crianza, el vino
control present6 los menores niveles para los polisacaridos neutros. La presencia de
coadyuvantes incrementd el contenido en polisacaridos en el vino, compensando los
polisacaridos consumidos por las levaduras (Nufiez, Carrascosa, Gonzalez, Polo, &
Martinez-Rodriguez, 2005). Los valores mas altos los obtuvieron los vinos con [3-
glucanasas. La adicion de [B-glucanasas permite una ruptura mas rapida de las
paredes celulares por hidrdlisis de las cadenas de B-glucano (Palomero, Morata,
Benito, Gonzalez & Suarez-Lepe, 2007) y esto permite una liberacion de
manoproteinas en el vino.

Los polisacaridos acidos estan compuestos, mayoritariamente por pectinas
(Rodriguez-Nogales et al.,, 2012a), que son heterdsidos polisacaridos formados
mediante la unién de moléculas de acido galacturénico, parcialmente esterificado con
metanol. Las pectinas son solubles en agua e insolubles en alcohol. La hidrélisis de las
pectinas es la responsable mayoritaria de la cantidad de metanol presente en los vinos
(Usseglio-Tomasset, 1998).

Observando la figura 4, no se puede afirmar que haya diferencias significativas en
las cantidades de polisacaridos acidos, lo cual parace logico ya que las pectinas
presentes en el vino proceden de la uva. Al partir del mismo vino base, las diferencias
en estos polisacaridos no resultan importantes.
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Figura 4: Contenido en polisacaridos acidos en cada vino. Los resultados estan expresados
como la media + desviacion estandar. Las letras diferentes se corresponden con valores
estadisticos significativamente diferentes (p<0,05). CON = vino control, COR = vino con
cortezas secas de levaduras, AUT = vino con autolisados de levaduras, BGL = Vino con B-
glucanasas.

5.3. Efectos sobre las proteinas solubles y el nitrégeno facilmente
asimilable.

Aunque las proteinas son un componente minoritario en el vino, contribuyen de
manera importante a su calidad. De hecho, las proteinas contribuyen de forma
importante a la sensacién de “cuerpo” en el vino, pueden unirse a compuestos volatiles
reteniendo el aroma y tienen un efecto positivo en la estabilidad de la espuma (Torresi
et al., 2014). Por otra parte, Rodriguez-Nogales et al. (2012b) han mostrado que las
proteinas totales estan correlacionadas positivamente con las propiedades
antioxidantes de los vinos espumosos. Durante el proceso de autdlisis, las proteasas
hidrolizan las proteinas de las levaduras a compuestos de menor masa molecular.

En la figura 5, se muestran las cantidades de proteinas solubles y de nitrégeno
facilmente asimilable presentes en los cuatro tipos de vino. En la gréfica de las
proteinas solubles, se observa que los vinos control y con autolisados de levaduras
tiene menor cantidad de proteinas que el vino al que se le afiadieron B-glucanasas. El
espumoso elaborado con cortezas de levaduras tiene un contenido intermedio.
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Figura 5: Contenido en proteinas solubles en mg/l y nitrégeno facilmente asimilable (NFA) en
mg/l de cada vino. Los resultados estan expresados como la media + desviacién estandar. Las
letras diferentes se corresponden con valores estadisticos significativamente diferentes
(p<0,05). CON = vino control, COR = vino con cortezas secas de levaduras, AUT = vino con
autolisados de levaduras, BGL = Vino con 3-glucanasas.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos por Rodriguez-Nogales et al. (2012a)
y Torresi et al. (2014) en un estudio similar, se ratifica la tendencia a aumentar el
contenido de proteinas solubles en el vino a lo largo de la crianza en contacto con las
lias. Estas diferencias aumentan mas para los vinos con [B-glucanasas. Estos
resultados pueden ser debidos a que la adicion de B-1,3-glucanasas exogenas
promueve la liberacién de manoproteinas de la pared celular de la levadura (Torresi,
Frangipane & Anelli, 2011)

En la grafica del Nitrogeno facilmente asimilable (figura 5) no se observan
diferencias estadisticamente significantes por lo que no se puede afirmar que
cualquiera de los tratamientos realizados es favorable en este aspecto sobre los
demas. También se puede descartar que las fermentaciones incompletas de los
azucares en los vinos con autolisados y p-glucanasas estén causadas por problemas
de falta de nitr6geno facilmente asimilable. En el estudio presentado por Rodriguez-
Nogales et al. (2012a) se observa una tendencia a disminuir la cantidad de NFA en el
vino durante los 9 meses de crianza, pero comparando los valores con los del
presente articulo, no sélo se ha roto esta tendencia si no que ha aumentado: desde los
30 mg/l a los 9 meses de crianza a los 80 mg/l a los 22 meses aproximadamente. Este
hecho puede se debido a que hasta que no comienza la autolisis, las levaduras no
s6lo no ceden compuestos nitrogenados al medio, si no que los absorben. Una vez
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gue comienza la autolisis, a partir de 3 6 9 meses, se comienzan a liberar, lentamente
al vino, diversos aminoéacidos (Alexandre, 2006).

Ademéas Rodriguez-Nogales et al. (2012a) si apreciaron diferencias significativas
entre los cuatro vinos respecto al NFA a los 9 meses de crianza. Los vinos con
derivados de levaduras, cortezas y autolisados, presentaron los mayores niveles de
NFA, seguidos por los vinos con B-glucanasas y el vino control presenté menor
cantidad de NFA.

5.4. Efectos sobre los polifenoles.

La absorbancia a 280 nm se emplea como medida general de los polifenoles
totales existentes en el vino. Las medidas de absorbancia a 320 nm y 365 nm se
emplean como indicativo de los &cidos hidroxicinAmicos y de los flavonoles,
respectivamente. Los acidos hidroxicinAmicos son los principales polifenoles presentes
en los vinos blancos y son responsables del color de los mismos (Rodriguez-Nogales
et al., 2012b). Durante su crianza, los vinos espumosos se van oscureciendo,
virando hacia colores marrones (aumenta la absorbancia del vino a 420 nm). Este
aumento de color es debido a la oxidacion de los acidos hidroxicinamicos,
principalmente del &cido caftarico en sus formas cis y trans, y del acido 2-S-
glutationilcaftarico (Ibern-Gémez et al., 2000). Por el contrario, los compuestos
resultantes de esta oxidacion pueden precipitar durante el periodo de crianza del
vino, lo que supondria un descenso en la intensidad del color del vino.

En la figura 6 se muestran las absorbancias de los vinos a 420 nm, 280 nm, 320
nm y 365 nm para medir la intensidad de color, el IPT, los acidos hidroxicinAmicos y
los flavonoles respectivamente. No se observan diferencias significativas en el color de
los vinos, cabe sefialar que los valores de la intensidad colorante son relativamente
bajos. En cuanto a al IPT la Unica diferencia significativa la presenta el vino elaborado
con autolisados, que tienen unos valores ligeramente mayores. El vino control tiene
una cantidad de acidos hidroxicindAmicos ligeramente mayor a los otros tres vinos. El
contenido en flavonoles, compuestos con buenas propiedades antioxidantes, es
practicamente idéntico en los cuatro vinos estudiados.

Sobre los grupos genéricos de polifenoles, acidos hidroxicinamicos y flavonoles lo
gue mas influye es la variedad y el periodo de crianza sobre lias. El método de
elaboracion afecta en menor medida (Stefenon, Bonesi, Marzarotto, Barnabé, Spinelli,
Webber & Vanderlinde 2014).
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Figura 6: Intensidad del color (Abs 420 nm), indice de polifenoles totales (Abs 280 nm de una
disolucion de vino 1:10), acidos hidroxicinamicos (Abs 320 nm de una disolucién de vino 1:10)
y flavonoles (Abs 365 nm). Los resultados estan expresados como la media + desviacién
estandar. Las letras diferentes se corresponden con valores estadisticos significativamente
diferentes (p<0,05). CON = vino control, COR = vino con cortezas secas de levaduras, AUT =
vino con autolisados de levaduras, BGL = Vino con B-glucanasas.

En el estudio presentado por Rodriguez-Nogales et al. (2012a), respecto a la
intensidad de color, los vinos elaborados con autolisados y cortezas de levaduras no
mostraron diferencias significativas con el vino control, Unicamente el vino con -
glucanasas presentd menores niveles de intensidad del color. Esto puede ser
explicado por la mayor cantidad de manoproteinas de la pared celular liberadas en la
autolisis y el efecto protector de éstas sobre la oxidacion de los polifenoles. Ademas,
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los vinos con coadyuvantes tuvieron mayores valores de IPT, ésteres hidroxicinamicos
y flavonoles que el vino control.

Comparando con los resultados obtenidos por Rodriguez-Nogales et al. (2012a),
vemos que los valores de intensidad del color entre las muestras tuvieron mayores
diferencias que las observadas en los vinos de este estudio.

En el caso del IPT, Rodriguez-Nogales et al. (2012a), también observaron
mayores diferencias , pero al igual que en este estudio, el vino con autolisados es uno
de los que mayor IPT presenta y los valores de IPT en general, también alcanzan
valores similares.

Si tenemos en cuenta la absorbancia por parte de los &cidos hidroxicinamicos, se
observan valores parecidos, pero en el caso de Rodriguez-Nogales et al. (2012a), a
los 9 meses de crianza, el vino que presentaba menor valor era el control, mientras
gue en este ensayo es el que vayores valores presenta, siendo el resto muy similares.

Observando la absorbancia de los flavonoles, los valores de este estudio no
presentan diferencias significativas y son menores que el de Rodriguez-Nogales et al.
(2012a) a los 9 meses de crianza.

5.5. Efectos sobre las caracateristicas sensoriales.

En la figura 7 se muestran los resultados de la prueba de aceptabilidad mediante
un mapa de preferencia interno (MPI). Los vinos estan localizados en la dimension
vectorial definida por las dos primeras componentes principales que explican el
95,75% de la varianza total. En el MPI se observa que los tratamientos que han sido
mejor valorados en la prueba de aceptabilidad han sido los tratamientos con
autolisados y con cortezas de levaduras. El tratamiento con autolisados destaca sobre
todo en las sensaciones en boca como sabor y persistencia, y en la aceptabilidad
global del vino. El vino al que se le afiadieron cortezas de levaduras secas presenta
mayor aceptabilidad en color, olor, picor en boca e intencion de compra. Por contra,
los vinos que menor aceptabilidad presentaron en todos los aspectos son los
elaborados con B-glucanasas y el vino control. Si nos fijamos en el articulo de
Rodriguez-Nogales et al. (2012a) comprobamos que los vinos con mejores
valoraciones en aroma frutal y floral, en picor en boca e intencién de compra son los
vinos elaborados con autolisados. Con estos datos se puede decir que el afadir
cortezas permite tener un color agradable y potenciar unas caracteristicas olfativas y
de picor del carbénico en boca muy interesantes, mientras que al realizar la
fermentacién junto con autolisados, se potencian las caracteristicas gustativas del
vino.
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Figura 7: Mapa de preferencia interno (MPI) de la prueba de aceptabilidad: representacién de
muestras y atributos. CON = vino control, COR = vino con cortezas secas de levaduras, AUT
=vino con autolisados de levaduras, BGL = Vino con 3-glucanasas.

En la figura 8, se presenta el grafico del andlisis de componentes principales
elaborado con los datos de la prueba de analisis sensorial descriptivo cuantitativo. Los
vinos estan localizados en la dimension vectorial definida por las dos primeras
componentes principales que explican el 75,36% de la varianza total. En este caso se
observa una similitud de valoraciones de los vinos elaborados con autolisados y el vino
control, y se caracterizan sobre todo por la limpidez, intensidad de color, olor afrutado
y acidez en boca. El vino elaborado con cortezas secas de levaduras tiene mayores
puntuaciones en la intensidad aromatica, el aroma a flores y la persistencia en boca.
Y, por ultimo, el vino elaborado con B-glucanasas, vuelve a estar alejado del resto de
tratamientos como se observaba en la fig. 7, y posee mayor volumen en boca y sabor
amargo.

Estos resultados estdn en consonancia con los encontrados por Rodriguez-
Nogales et al. (2012a), los vinos elaborados con cortezas secas de levaduras aportan
mayor aroma a flores que los otros tratamientos y el vino con B-glucanasas presenta
mayor aroma a levaduras y mayor volumen en boca.
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Figura 8: Diagrama de componentes principales del andlisis sensorial descriptivo:
representacién de muestras y atributos. CON = vino control, COR = vino con cortezas secas
de levaduras, AUT = vino con autolisados de levaduras, BGL = Vino con B-glucanasas.

En la figura 9 se muestran los resultados de la prueba de Napping®, después de
aplicar AFM. Los vinos estan localizados en las dos primeras dimensiones y explican
el 74,04% de la varianza total. En esta prueba, al igual que en la prueba de
aceptabilidad (Fig. 7), se vuelve a comprobar que los vinos elaborados con autolisados
y cortezas de levaduras son muy similares, estando bien diferenciados de los otros
dos tratamientos (vino control y elaborado con B-glucanasas).
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Figura 9: Representacién de las muestras de vino en las dos primeras dimensiones del
andlisis factorial multiple (AFM). CON = vino control, COR = vino con cortezas secas de
levaduras, AUT = vino con autolisados de levaduras, BGL = Vino con 3-glucanasas.
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Por ultimo, en la figura 10 se muestra un analisis de componentes principales con
los datos obtenidos en los andlisis fisico-quimicos junto con los obtenidos en la
prueba de analisis sensorial descriptivo cuantitativo. Los vinos estan localizados en la
dimension vectorial definida por los dos componentes principales que explican el
73,94% de la varianza total.
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Figura 10: Diagrama de componentes principales de analisis fisico-quimicos y de las
caracteristicas sensoriales. Muestras: vino control (CON), vino con cortezas (COR), vino con
Autolisados (AUT), vino con B-glucanasas (BGL). Parametros analiticos: Acidez total (AT),
Acidez volatil (AV), azlcares reductores (AZ RED), Grado alcohdlico (°ALC), Polisacéaridos
totales (POLIS TOT), Polisacéaridos acidos (POLIS AC), Polisacaridos neutros (POLIS NEU),
Proteinas solubles (PS Solub). Nitrégeno facilmente asimilable (NFA), Intensdad del color —
Abs 420nm (A420), indice de polifenoles totales (IPT), Acidos hidroxicinamicos (AC HCIN),
Flavonoles (FLVLS). Parametros sensoriales: Carbénico en boca (CO2 Boca), Limpidez
(Limp), Intensidad del color (Int Color), Intensidad del olor (Int Olor), Olor a frutas (Frutas),
Olor a flores (Flores), Olor a levaduras (Levaduras), Intensidad de aroma en boca (Int Aroma),
Sabor dulce (Dulce), Sabor &cido (Acido), Sabor amargo (Amargo), Astringencia (Astr),
Volumen en boca (Vol B) y Persistencia en boca (Pers).

En la figura 10 se observa claramente las diferencias que presentan los cuatro
tipos tratamientos.

El vino control se caracteriza por la mayor presencia de cantidad de compuestos
fendlicos como los acidos hidroxicinamicos y los flavonoles, que pueden influir en el
sabor amargo (Usseglio-Tomasset, 1998). El vino control, también presenta mejores
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valoraciones en cuanto a limpidez y mayor intensidad de color y olor, también se
puede destacar la mayor acidez en boca.

En la figura 10 se confirma que el vino con cortezas tiene un mayor grado
alcohdlico. El vino con cortezas también presenta mayor olor a frutas. En boca, tiene
mayor astringencia y presenta mayor persistencia.

El vino elaborado con autolisados de levaduras presenta mayores valores en
cuanto a sabor dulce, lo que puede ser debido a la mayor cantidad de azlcares
residuales (Tabla 1). También tiene mayores valores de IPT, lo que también influye en
los sabores amargos (Usseglio-Tomasset, 1998) y también tiene un mayor aroma
afrutado.

El vino elaborado con B-glucanasas presenta mayores valores de polisacaridos
totales y neutros lo que le da mayor sensacion de volumen en boca. También tiene
una buena intensidad aromatica.

Los resultados son similares a los obtenidos por Rodriguez-Nogales et al. (2012a),
en los que los vinos con tratamientos, respecto al vino control, a los 9 meses de
crianza presentaron caracteristicas similares. Los vinos con B-glucanasas presentaron
mayores caracteristicas de envejecimiento del vino con mayores valores de
polisacéridos neutros y totales. Los vinos con derivados de levaduras tuvieron mayor
intensidad aromética y permiten conservar mejor los aromas frutales y florales.
Concretamente, los vinos con cortezas de levaduras tenian aromas florales mas
intensos y los vinos con autolisados una mayor intensidad en aromas afrutados.

6. CONCLUSIONES.

Segun lo presentado en este estudio cabe afirmar que el empleo de preparados
enzimaticos ricos en B-glucanasas como aditivo en la segunda fermentacién del vino
espumoso va a potenciar las caracteristicas de crianza de éste. Las B-glucanasas
hacen que el vino presente mayor volumen en boca debido a una mayor liberacién de
polisacéridos neutros y manoproteinas de la pared celular de las levaduras que han
llevado a cabo la segunda fermentacion y, el vino, también presenta mayor
concentracion de proteinas solubles que favorecen estas caracteristicas.

Otros aditivos, como las cortezas de levaduras secas inactivas o los productos
autolisados de levaduras también van a potenciar las caracteristicas aromaticas del
vino, fundamentalmente frutales y florales. Bien es cierto que habria que averiguar la
causa de que los vinos con autolisados tengan mayor cantidad de azUcares residuales
ya que puede ser debido a un problema en la segunda fermentacion.
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El vino control ha resultado tener buenas caracteristicas pero no tanto como las
otras muestras, por lo que el empleo de estos aditivos puede ser una ventaja a la hora
de la produccion industrial de vinos espumosos.

Seria conveniente ampliar los conocimientos sobre el efecto de estos aditivos en
diferentes variedades, diferentes zonas y con diferentes tiempos de crianza para poder
verificar estas afirmaciones.
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