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Resumen

La elaboracion de vinos espumosos tintos se encuentra muy limitada debido a la
dificultad de integracion de los diversos componentes con el gas carbénico, ademas la
eleccién del momento de la vendimia es complicado por la diferencia de maduracion
entre los compuestos fendlicos y la concentracion de azucar.

En este trabajo se han estudiado el uso de diferentes coadyuvantes durante el periodo
de segunda fermentacién en botella con el objetivo de mejorar la calidad de los vinos y
hacerlos més agradables a los consumidores. Se han utilizado diferentes herramientas
como cortezas de levadura, 3-glucanasas, levaduras inactivas y manoproteinas. Para
comprobar el efecto, se han realizado analisis fisico-quimicos y heddnicos.

En funcién del coadyuvante, los vinos mostraron diferencias que también influyeron en
los consumidores, haciéndolos mas aceptables y por lo tanto mejorando la calidad.

Abstract

The production of red sparkling wines is very limited due to the difficulty to integrate all
the different components with carbon dioxide, also to choose the moment to harvest is
complicated because of the difference in maturation between phenolic compounds and
sugar concentration.

In this work, the use of different adjuvants during the second fermentation period in the
bottle has been studied with the aim of improving the quality of wines and trying to make
them more pleasant for consumers. Different tools such as wall yeast, f-glucanases,
inactive yeast and mannoproteins have been used. To check the effect, physical-
chemical and hedonic analyzes have been realized.

Depending on the adjuvant, wines showed differences that also influenced to consumers’
opinion, making them more acceptable and therefore improving its quality.

Péagina 4 de 28



IMPACTO DE DIVERSOS COADYUVANTES TECNOLOGICOS EN LA CALIDAD DEL VINO ESPUMOSO TINTO

1. Introduccion

Dentro de la gran variedad de vinos tintos que existen en la actualidad en todo el mundo
hay una especial, por la singularidad de su elaboracién, que es la de los vinos tintos
€Spumosos.

Los vinos espumosos comprenden una amplia gama segun diferentes caracteristicas
como la variedad de uva empleada, las regiones donde se han producido o la
metodologia utilizada para su elaboracion. Pero todos ellos tienen una caracteristica
comun que es poseer gas carbonico disuelto, aunque este puede tener un origen
exdgeno o bien enddégeno con una sobrepresion superior o igual a 3,5 atm. El proceso
de elaboracion tradicional actual se le atribuye al monje benedictino Dom Pierre
Pérignon a finales del s. XVII en la abadia Benedictina de Hautvilles (Hidalgo,2019).

El consumo de vinos espumosos se ha ido incrementando en los ultimos afios,
aumentando hasta un 30% desde 2003 hasta 2013, esto supone un consumo hasta 15,4
millones de HI.; en cambio los vinos tranquilos apenas crecieron un 7% durante el mismo
periodo. Cabe destacar también que los principales productores de vino espumoso
también se han deslocalizado. Tradicionalmente los principales paises productores de
vinos espumosos han sido los occidentales como Francia, Italia y Espafia, pero para
hacer frente al aumento de la demanda, han surgido grandes competidores en cuanto a
la produccién y consumo del vino espumoso se refiere, como pueden ser Rusia, Estados
Unidos o Australia, lo cual ha supuesto también un notable aumento de la produccién
de hasta un 40% en el afio 2014 (OlV, 2014).

En la actualidad, en Espafia, la elaboracién de espumosos tintos es muy limitada,
principalmente, con variedades como Tinta de Toro, Monastrell y Tempranillo. El
principal mercado de estos vinos es el internacional ya que para el mercado nacional se
trata de un producto desconocido, aunque puede causar cierta curiosidad en los
consumidores, segun afirma un estudio realizado por Benito (2013). Actualmente la
elaboracion de espumosos tintos es muy limitada. Se trata pues de un vino novedoso y
con buenas perspectivas de futuro en el mercado nacional, aunque con ciertas reservas.

Estas reservas vienen motivadas por la dificultad de elaboracion que estos vinos
conllevan, ya que la carga tanica y la presencia de gas carbonico dan lugar a una
sensacion en boca que puede ser desagradable si no se encuentran en equilibrio. Por
otro lado, la efervescencia es una caracteristica dificil de apreciar en fase visual debido
a que la intensidad colorante que estos vinos presentan no permite observar las
burbujas en su interior.

Otro de los inconvenientes que presenta la elaboracion de estos vinos reside en la
eleccion de la fecha de vendimia, ya que son muchos los parametros a tener en cuenta,
como son:

- El grado alcohdlico probable: este debe ser bajo, ya que posteriormente se
aumentard en una segunda fermentacién alcohdlica (FAL).

- La acidez total: al tratarse de un vino espumoso sera necesaria una buena
acidez para aportar frescor.

- La cantidad y calidad de los polifenoles: la vendimia con tanino muy verde y
bajo contenido en polifenoles aportara al vino una astringencia y un verdor
desagradables.
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El problema principal radica en que los parametros citados evolucionan de forma
contraria al ultimo, es decir, un elevado grado alcohdlico conlleva una baja acidez pero
una concentracion correcta de polifenoles y viceversa, que por lo tanto dificulta mucho
datar el inicio de la vendimia (Pefia, 2001).

1.1 Sistema de elaboracion de espumosos con carbonico endégeno

La elaboracién de los vinos espumosos con gas carbénico de origen enddgeno se
compone por dos etapas bien diferenciadas. En una primera fase se elabora el vino
base y en una segunda se desarrolla una segunda fermentacién del vino base, en
condiciones especificas que permitan la incorporacion del gas carbonico producto de la
fermentacion, al vino, y la crianza del vino sobre las propias lias.

- Obtencion del vino base: la elaboracion del vino base sigue las mismas
normas generales establecidas para la elaboracién de los vinos blancos,
tintos o rosados. Con unas caracteristicas de graduacion alcohdlica
moderada y acidez relativamente elevada.

- Segunda fermentacion: este proceso comienza con la adicion del licor de
tiraje al vino base. Este estd compuesto por una mezcla de vino base, aztcar
a una concentracion suficiente para obtener 6 atm de presion dentro de la
botella, otros aditivos que faciliten la posterior sedimentacion de las lias, junto
con las levaduras activas que serdn responsables de la segunda
fermentacion. El licor de tiraje se introduce en el recipiente donde se realizara
la fermentacion. Una vez finalizada, y dependiendo del sistema utilizado, el
vino tendra una crianza mas o menos larga en contacto con las levaduras
gue se irdan autolisando de forma gradual (fase de rima con lias en los
métodos transfer y tradicional). Posteriormente finalizada la crianza, se
procede a la adicion del licor de expedicion, que sera variable en funcién del
contenido de azucar final deseado, y al embotellado.

Habitualmente, se utilizan diferentes métodos para la obtencién de los vinos espumosos
con gas carbénico de origen endbégeno: el método charmat, el transfer o el tradicional
(Hidalgo, 2019).

- El método charmat consiste en afadir el licor de tiraje para realizar una
segunda fermentacion dentro de un depdsito isobarico, para su posterior
estabilizacion, adicion del licor de expedicion si fuera conveniente y
embotellado.

- El método transfer, a diferencia del charmat, realiza la segunda fermentacién
y la crianza sobre lias en botella, para posteriormente ser trasvasado a un
deposito en el que se afiade el licor de expedicion, se estabiliza, se filtra y se
embotella.
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El método tradicional (ilustracion 1) se caracteriza por realizar la segunda
fermentacion, crianza y removido (aclarado en pupitre) en la propia botella.
Finalmente se realiza un degtielle y se afiade el licor de expedicion.
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llustracion 1: Diagrama de elaboracion de los vinos espumosos de 22 fermentacion en botella por el
método tradicional. 1, 2 y 3 fases sucesivas de crianza; LT, licor de tiraje; LE, licor de expedicién; S,

sedimentacion de los residuos de fermentacion en botella (Noguera y Seijo, 1973)

El proceso de crianza se torna clave en este tipo de elaboraciones, ya que durante el
mismo se produce una autolisis de las propias levaduras responsables de la
fermentacion (con una duracién de semanas a meses) que de forma paulatina liberan al
medio una serie de compuestos que favorecen la mejora aroméatica y estabilidad fisica,
quimica y microbiologica del vino. Estos compuestos, son principalmente (Suarez,

2003):

Polisacaridos como las manoproteinas.

Aminoacidos, pequefios péptidos y proteinas.

Acidos grasos y sus ésteres.

Alcoholes volatiles, terpenos, aldehidos, lactonas y compuestos azufrados

Acidos nucleicos y vitaminas.

Péagina 7 de 28



IMPACTO DE DIVERSOS COADYUVANTES TECNOLOGICOS EN LA CALIDAD DEL VINO ESPUMOSO TINTO

1.2. Técnicas de mejora

Existen diferentes técnicas que se pueden aplicar para mejorar tanto los vinos base
producidos para la elaboracién de los vinos espumosos tintos como la posterior fase de
crianza. Estas técnicas pueden ser:

- Elaboraciones encaminadas a favorecer la extraccion fendlica en el vino base
como, por ejemplo, mediante la técnica de “delestage”, maceraciones
prefementativas en frio o mediante el uso de enzimas pectinoliticas (Hidalgo,
2019).

Técnicas de desalcoholizacion del vino base para poder vendimiar en estado
o6ptimo de madurez, mediante diferentes procedimientos como la didlisis
(Huerta, 2019) o la pervaporacion (Asensio, 2018).

- Uso de coadyuvantes derivados de las levaduras y B-glucanasas con el
objetivo de incrementar la concentracion de manoproteinas en el vino y asi
eliminar los caracteres desagradables como el amargor, la astringencia y el
verdor excesivos (Rodriguez-Nogales et al., 2012).

A ese respecto, diversos estudios apuntan que la aplicacion de manoproteinas, B-
glucanasas y diferentes derivados de levaduras podrian aumentar la sensacién en boca
y el cuerpo, y dotar a los vinos de caracteristicas mas agradables (Pozo-Bayon et al.,
2009; Rodriguez-Nogales et al., 2012; Suarez et al., 2005).

1.3. Coadyuvantes procedentes de las levaduras y B-glucanasas

Para mejorar los procesos de vinificacién se han disefiado distintos coadyuvantes que
proceden de las levaduras de fermentacién, como son las manoproteinas purificadas,
las cortezas de las levaduras y las levaduras inactivas. Las manoproteinas proceden de
la rotura de la pared debido a la accién de las propias B-glucanasas de las levaduras,
las cortezas de levadura son estas mismas paredes sin sufrir ningan proceso enzimatico
y por ultimo las levaduras inactivas son productos de degradacion de la levadura en su
totalidad. Estos coadyuvantes tienen un origen comun, ya que proceden del proceso de
autolisis de las levaduras.
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La autolisis consiste en un proceso de degradacién enzimatica de las distintas partes de
la levadura que tiene lugar tras la muerte de la célula. Esta degradacién comprende por
una parte la liberacion de enzimas de hidrdlisis, y por otra la destruccion de los
componentes de la pared de las levaduras (manoproteinas, glucanos, oligosacaridos y
quitina) que permiten su liberacién al medio (ilustracion 2) (Hidalgo, 2019). Este proceso
tiene lugar en un vino sometido a un proceso de crianza sobre lias, como ocurre en un
vino espumoso elaborado por el método tradicional.

PROTEINAS DE BICAPA
MEMBRANA LIPIDICA

llustracion 2: Estructura de la pared celular de las
levaduras. (Hidalgo 2019)

Las manoproteinas son glicoproteinas compuestas principalmente por manosa Yy
glucosa (>90%) (Del Barrio-Galan et al., 2012). Los estudios de Riou et al., (2002) y
Poncet-Legrand et al., (2007) dieron a conocer que las manoproteinas de mayor peso
molecular pueden formar complejos con los taninos dando lugar a unos agregados que
poseen una mayor estabilidad del color. Ademas, la formaciéon de estos agregados
polisacéarido-tanino son capaces de reducir la astringencia y aumentar la redondez de
los vinos. Por otro lado, diversos polisacaridos también mejoran las caracteristicas
espumantes de los vinos espumosos, principalmente, por sus caracteristicas de
hidrofobicidad e hidrofilidad (Moreno-Arribas et al., 2000).

Las cortezas de levadura se obtienen de la pared celular de Saccharomyces spp. Se
encuentran autorizadas para su uso enoldgico con un limite de 40 g/HI (OlV, 2015b). Se
utilizan en enologia con diferentes objetivos, como pueden ser la intervencion en las
paradas de fermentacion o como forma indirecta para aumentar el nitrégeno facilmente
asimilable (NFA), ya que una adecuada cantidad de NFA garantiza un correcto
desarrollo y finalizacion de la FAL. Para optimizar la efectividad de las cortezas es
necesario garantizar la disponibilidad de las enzimas correspondientes que las
hidrolicen, permitiendo la liberacién al medio de las manoproteinas y oligosacaridos para
obtener el beneficio que pueden aportar (Dubourdieu et al., 1981).

Las levaduras inactivas estan formadas principalmente por el producto de degradacién
de las levaduras sometidas a un proceso de lisis inducida. Este coadyuvante esta
compuesto, principalmente, por polisacaridos, manoproteinas y glucanos, que son
componentes de la pared celular, y por aminoécidos, péptidos, nucleétidos, diglicéridos,
acidos grasos y componentes volatiles (alcoholes terpénicos, ésteres, aldehidos y
lactonas), que provienen del interior de la levadura. Su uso principalmente se destina
como nutriente y fuente de NFA para un correcto desarrollo de la FAL, aunque también
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se utiliza en los vinos con crianza sobre lias para acelerar el proceso de extraccion
aromética y disminuir los tiempos de crianza (Caridi, 2006). Otro de los usos en estudio
de estos preparados es la reduccion de la concentracion de aminas biégenas en el vino
y de la ocratoxina A (micotoxina producida por Penicillium verrucosum y Aspergilus
ochraceus), cuya concentracion maxima se encuentra regulada en el Reglamento de la
UE 1881/2006, 19 de diciembre de 2006. Pero hay que tener en cuenta que, por otro
lado, un uso inadecuado de estos productos puede llevar a la produccién de otras
aminas como la tiramina y la cadaverina que causan un defecto importante en el vino
final (Pozo-Bayon et al., 2009).

Las B-glucanasas son enzimas capaces de descomponer los enlaces glucosidicos de
los B-glucanos de la pared celular permitiendo la liberacién al medio de glucosa y
oligosacéridos (Dubourdieu et al., 1981). Ademas facilitan la liberacion de nitrégeno en
forma de aminoacido y pueden modificar las caracteristicas organolépticas del vino,
principalmente en cuanto a su composicion volatil (Pozo-Bayén et al., 2009). El uso de
esta herramienta disminuye notablemente el tiempo de liberacion de los polisacaridos,
acelerando por tanto el proceso de crianza sobre lias. Los estudios sobre la aplicacion
de B-glucanasas se han centrado principalmente en su uso en vinos tranquilos, pero los
existentes en cuanto a espumosos afirman que se potencian de forma significativa las
caracteristicas de crianza sobre lias (Rodriguez-Nogales et al., 2012). Por otro lado el
empleo de B-glucanasas también mejora la capacidad antioxidante de los vinos
espumosos (Rodriguez-Nogales et al., 2012).
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2.  Objetivos y plan de trabajo

El objetivo general de la presente propuesta de Trabajo Fin de Grado (TFG) es estudiar
el efecto de diferentes coadyuvantes tecnoldgicos procedentes de las levaduras y [3-
glucanasas sobre diversos pardmetros de calidad del vino espumoso tinto.

Para ello se ha establecido un plan de trabajo con 5 puntos clave para el desarrollo del
presente TFG:

1. Busqueda de bibliografia: con el objetivo de conocer la situacion actual del
mercado y de las diferentes investigaciones llevadas a cabo en el campo de
los vinos espumosos tintos.

2. Elaboracion de los vinos espumosos tintos: en la bodega de la ETSIIAA se
realizaron las elaboraciones con los diferentes productos de ensayo.

3.  Caracterizacion fisico-quimica y sensorial de los vinos espumosos: se han
realizado diversas analiticas fisico-quimicas y pruebas sensoriales de los
vinos espumosos.

4, Obtencion de resultados: los datos obtenidos se han tratado con diversas
herramientas estadisticos.

5. Redaccion del TFG: antes de finalizar la fase practica se comenz6 a redactar
el presente documento para continuar una vez realizados los analisis de los
datos obtenidos.

En la ilustraccion 3 se muestra el diagrama de Grantt con las etapas del plan de trabajo
del TFG y los tiempos de ejecuccion.

Diagrama de Grantt
15-mar.23-jun. 1-oct. 9-ene.19-abr. 28-jul. 5-nov. 13-feb.

Busqueda de bibliografia
Vendimia
Procesado
Maceracion prefermentativa |
FAL 1
FML [ |
Embotellado 22 FAL \
Crianza |
Deguelle \

Almacenamiento en frio
Analisis sensoriales
Andlisis fisico-quimico

Redaccion del TFG -
2018 2019 2020

llustracion 3. Diagrama de Grantt con las etapas del plan de trabajo. FML: Fermentacion
malolactica. FAL: Fermentacién alcohdlica
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3. Materiales y métodos
3.1. Protocolos de vinificacion

Para la realizacion de este estudio, se ha empleado uva de la variedad Tempranillo de
la vendimia 2018 procedente de la localidad de Villaveza del Agua (Zamora). La
vendimia se realiz6 relativamente pronto con el objetivo de obtener unos parametros
adecuados para la elaboracion de un vino espumoso. Esta uva fue congelada durante
8 dias a una temperatura de -25°C.

La elaboracion del vino base tinto comenz6 con un despalillado y estrujado de la
vendimia descongelada, utilizando una despalilladora de paletas y una estrujadora de
perfiles conjugados o estriados. Se obtuvieron 150 kg de pasta tinta que fueron
encubados en dos depdsitos de acero inoxidable de 100 y 50 litros. La pasta se sulfitd
a razon de 3,5 g/HI de SO, utilizando metabisulfito potasico (K»:S20s). Se realizé una
maceracion prefermentativa en frio a 4°C durante 4 dias para aumentar la extraccion de
compuestos fendlicos. Ademas a esta pasta se le afiadieron enzimas a base pectinasas
y hemicelulasas en dosis de 1y 6 g/HI respectivamente (Lallzyme HC® y Lallzyme EX®,
Lallemand, Francia) con el objetivo de mejorar la extraccion de polifenoles de la piel
tanto en cantidad como en calidad. Finalmente se obtuvo un mosto con unos valores de
16,1° Brix y un pH de 3,33.

Para asegurar el correcto desarrollo de la FAL se realiz6 una siembra de levaduras
Saccharomyces bayanus en dosis de 30 g/HI (Viniferm BY®, Agrovin, Espana). La
fermentacion se desarrollé durante 7 dias a una temperatura de 25°C. Posteriormente
se realiz6 un prensado a 1,5 bares mediante una prensa horizontal de membrana
parietal. Finalizado el prensado se realizé un trasiego para homogeneizar el vino prensa
y el vino yema.

Una vez completada la FAL se realiz6 una inoculacién de bacterias lacticas (BAL)
Oenococcus oeni (Lalvin VP41, Lallemand, Francia) a la dosis de 1 g/HI para continuar
el proceso de elaboracion con la fermentaciéon malolactica (FML) y cuyo seguimiento se
realiz6 mediante cromatografia en papel hasta obtener los resultados que indicaron el
final de la FML. Por ultimo, se realiz6 el trasiego previo al embotellado.

Para la elaboracion del vino espumoso se siguié el método tradicional de segunda
fermentacion en botella. Se realizaron un total de 5 lotes elaborados con diferentes
coadyuvantes y se incluyé un lote control sin coadyuvante. Todos los coadyuvantes
fueron suministrados gratuitamente por la empresa Agrovin, S.A. (Alcazar de San Juan,
Espafa).

A continuacioén, se indican los diferentes coadyuvantes, su nombre comercial y la dosis
empleada:

- B-Glucanasas (Enozym Glucan®, 5 g/HI)

- Cortezas de levadura con tanino elagico (ManoArome®, 37,5 g/HI)
- Manoproteinas (Manoplus®,10 g/HI)

- Levaduras inactivas (SuperBouquet®, 30 g/HI)

- Cortezas de levadura (SuperBouquet MN®, 30 g/HI)

Para la elaboracion del licor de tiraje se realizaron los calculos que dieran lugar a 6 atm
de sobrepresion en el interior de la botella afiadiendo 25,2 g/l de sacarosa. La adicién
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de los diferentes coadyuvantes, objetivo del presente ensayo, se realizé en el licor de
tiraje previa a la segunda FAL a la dosis media recomendada por los fabricantes. Con
la Unica excepcién de las manoproteinas purificadas que se afiadieron tras el deguelle
en el licor de expedicion por indicaciones del fabricante. Ademas, la siembra de
levaduras Saccharomyces cerevisiae var. bayanus (Viniferm BY®, Agrovin, Espafia) se
realizo a la dosis de 40 g/HI junto con un clarificante a base de bentonita (Bengel®,
Agrovin, Espafia) a la dosis de 20 g/HI , con el objetivo de facilitar el posterior removido
y deguelle del vino final.

Durante toda la fase de la segunda FAL las botellas se mantuvieron en posicion
horizontal a una temperatura constante de 17°C realizando un proceso de crianza sobre
lias de 9 meses hasta su deguelle. Posteriormente se rellenaron las botellas con el
correspondiente licor de expedicion formado por el vino espumoso del propio lote. El
cierre o taponado de la botella se realizd con un tapon tipo corona. Los vinos espumosos
obtenidos se almacenaron en camara frigorifica a 5°C durante 6 meses hasta su analisis.

3.2. Seguimiento de las fermentaciones
3.2.1.  Seguimiento de la fermentacién alcohélica

Para realizar el seguimiento de la FA, se tomaron medidas de densidad y temperatura
diarias para garantizar el correcto desarrollo de la fermentacién previa homogenizacién
de la pasta mediante bazuqueo. Se dio por finalizada cuando la densidad alcanzé un
valor cercano a 990 g/l. Ademas, se procedié a realizar un andlisis de azucares
reductores mediante el método Rebelein (OIV-MA-AS311-01A) para determinar la
presencia de azucares fermentables en el vino.

3.2.2.  Seguimiento de la fermentacion malolactica

Con la finalidad de hacer el necesario seguimiento de la FML se realizaron varias
cromatografias en papel (Lucero, 2009). La primera al inicio del proceso y las posteriores
con un intervalo de 3 dias entre ellas hasta observar la desaparicion del acido malico en
las mismas, esto sucedi6 pasados 13 dias.

3.2.3.  Seguimiento de la segunda fermentacion alcohdlica

Se colocé un afrébmetro en una botella de cada lote para medir el incremento de presion
resultado de la segunda FAL.

3.3. Andlisis fisico-quimicos del mosto y el vino

A continuacién, se detallan los fundamentos y métodos utilizados para los diferentes
andlisis realizados:

- pH: se basa en la medida de la diferencia de potencial entre dos electrodos
sumergidos en la muestra de estudio (OIV, 2011).

- Grado alcohdlico probable: mediante refractometria, cuyo andlisis se
fundamenta en la variacion del indice de refraccion en funcion de la
concentracion de azUcares fermentables (OIV, 2012).
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- Acidez total: la acidez total es la suma de todos los acidos presentes en una
muestra dada, su fundamento es la diferencia de potencial realizando valoracion
con NaOH 0,1N (OlV, 2015a).

- Acidez volatil: la acidez volatil trata de cuantificar los acidos volatiles derivados
del 4cido acético presentes en una muestra dada. Se emple6 el método Garcia-
Tena (Barcelo, 1990).

- Grado alcohdlico: este método se fundamenta en la gran diferencia entre los
puntos de ebullicibn del agua y el alcohol, tomando como referencia la
temperatura del agua en las condiciones ambientales. Se emple6 el método por
ebullometria (Barcel6, 1990).

- Sulfuroso libre y total: mediante el método Ripper automatizado con el equipo
SO,-Matic 23 (Crison, L'Hospitalet de Llobregat, Espafia) (Barceld, 1990).

- Indice de polifenoles totales: mediante espectroscopia UV se determina la
absorcion que presenta la muestra a una longitud de onda de 280 nm, ya que el
nucleo bencénico de los polifenoles tiene su maximo de absorbancia a esta
longitud de onda (Betés-Saura et al., 1996; Zamora, 2003).

- Nitrégeno facilmente asimilable (NFA): el nitrbgeno amoénico y a-amino,
reacciona con el formaldehido liberando 2 H* que son valorados mediante NaOH
(Shively et al., 2001).

- Proteinas solubles: esta basado en la capacidad del colorante azul brillante de
Coomassie de unirse a las proteinas. El maximo de absorbancia del colorante
(465 nm) cambia a 595 nm cuando se une a las proteinas (Murphey et al., 1989).

- Contenido en polisacaridos totales: en presencia de &cido sulftrico los
polisacaridos se degradan y forman complejos coloreados con fenol que
permiten su determinacion a 485 nm (Lindner y Shomer, 1984).

- Acidos hidroxicinamicos: mediante espectroscopia UV se mide la absorcién que
presenta la muestra a 320 nm (Betés-Saura et al., 1996).

- Flavonoles: mediante espectroscopia UV se mide la absorcion que presenta la
muestra a 365 nm (Betés-Saura et al., 1996).

- Caracteristicas cromaticas: las caracteristicas cromaticas vienen dadas por su
espectro de absorcion a unas longitudes de onda dadas. Estas medidas permiten
determinar y definir la intensidad colorante y la tonalidad (Mazza et al., 1999).

- Taninos totales: en medio acido los taninos son liberados y en presencia de
calor, por rotura de los enlaces intermonoméricos, pueden dar lugar a sus
antocianidinas, que posteriormente se miden a 550 nm (Bate-Smith, 1981).

- Calidad de la espuma: para la medida de la calidad de la espuma del vino
espumoso se empled un aparato Mosalux. Las muestras de vino se analizaron,
en el Centro Tecnoldgico del Vino (VITEC, Falset). Este método se basa en
inyectar un gas a un flujo (7 I/h) y una presion (100 kPa) constantes para provocar
que el vino espumoso (previamente desgasificado) forme espuma. La altura de
la espuma a lo largo del tiempo se registra gracias a un conjunto de emisores y
captadores de luz infrarroja colocados a ambos lados de la probeta. Se
determinaron los siguientes parametros (Trujillo, 1996):
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- HM o espumabilidad. Es la altura maxima alcanzada por la espuma
tras la inyeccion del gas. Corresponde a la capacidad del vino para
formar espuma, lo que se asimila a la altura de la espuma obtenida
inmediatamente después de verter un vino espumoso en una copa. Se
mide en milimetros (mm).

- HS o persistencia de la espuma. Es la altura a la que se estabiliza la
espuma mientras se mantienen las mismas condiciones de presion y
flujo de gas. Se equipara a la persistencia de la corona y/o a la
capacidad del vino para producir una espuma estable. Se mide en
milimetros (mm).

- TS o tiempo de estabilidad de la espuma. Es el tiempo que transcurre
desde que se detiene la emision de gas hasta la desaparicion
completa de la espuma. Se relaciona con el tiempo de estabilidad de
la espuma cuando la efervescencia decrece. Se mide en segundos (s).

Todos los analisis se realizaron por duplicado en dos botellas de vino distintas (n=4).

3.4. Anélisis sensorial de los vinos

El analisis sensorial se realizé mediante un grupo de 92 consumidores de los cuales el
51,1% eran hombres y el 48,9% mujeres, estando comprendidos el 73% entre los 21y
30 afios (Tabla 1).

TABLA 1. CARACTERISTICAS DE LOS CONSUMIDORES (N=92)

RA[I)\IEGO HOMBRES MUJERES TOTAL
corn () %)  (®)
<20 8,7% 6,5% 15%
21-30 37,0% 37,0% 73%
31-40 0,0% 2,2% 2%
41-50 1,1% 2,2% 3%
51-60 3,3% 1,1% 4%
>60 1,1% 0,0% 1%

VO 51,1% 48,9% 100%
(%)

Estos consumidores realizaron, en primer lugar, una prueba de aceptabilidad puntuando
diferentes caracteristicas como color, olor, sabor, picor, persistencia en boca y
aceptabilidad global utilizando una escala hedonica de 9 puntos.

Posteriormente realizaron una prueba CATA (Check-All-That-Apply) (Varela y Ares,
2012) también llamada “marque todo lo que corresponda”, que es una alternativa al
analisis descriptivo clasico, caracterizada por su facilidad de uso con consumidores.
Consistio en presentar a los consumidores una lista de 19 términos, incluyendo tanto
aspectos sensoriales como hedoénicos, para que indicaran qué descriptores o
caracteristicas describian cada muestra. Los diferentes descriptores se seleccionaron
en base a la bibliografia (McMahon et al., 2017) y fueron los siguientes: color violaceo,
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color rojo intenso, color rojo evolucionado, olor intenso, alcohdlico, picante o aguja,
cremoso, astringente, volumen, dulce, acido, amargo, herbaceo, afrutado, caramelo,
tostado, persistente, equilibrado y aceptable

Las muestras de vino se presentaron en copas tipo flauta, con cédigos aleatorios de tres
digitos y se presentaron a cada consumidor siguiendo un disefio de bloques
completamente aleatorizado. Se sirvieron 25 ml de cada muestra de vino espumoso a
una temperatura entre 6-8°C.

Todas las pruebas de andlisis sensorial se realizaron en la sala de cata de la ETSIIAA
en cabinas individuales disefiadas de acuerdo con la norma UNE- ISO 8589 (2010).

3.5. Andlisis estadistico

Para realizar el analisis estadistico de los datos obtenidos, tanto analiticos como
sensoriales, se han utilizado dos programas especificos para el tratamiento de datos,
Statgraphics Centurion XVII (Statpoint Technologies, Inc., Warrenton, USA) e IBM SPSS
Statics version 24 (IBM, Armonk, USA). Se realizaron andlisis de componentes
principales (ACP) y andlisis de correspondencias (AC).
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4. Resultados y discusion

4.1.

Cinética de segunda fermentacion

En la figura 1 se muestra la cinética de la segunda fermentacion de los distintos vinos
espumosos. Se observa un incremento continuado de la presiéon dentro de la botella
hasta estabilizarse a un valor de 6 atm. Hay que indicar que la dosis de sacarosa que
se afiadié en el licor de tiraje se ajusto para alcanzar la presion de 6 atm. La duraciéon
de la fermentacion fue la misma para todos los lotes, dandose por finalizada el dia 4 de
diciembre del 2018 tras 40 dias. Realizando una comparativa de las curvas, no se puede
afirmar que el uso de coadyuvantes haya tenido ningun tipo de influencia en la velocidad
de desarrollo en la segunda FAL.
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Figura 1. Cinética de la segunda fermentacién de los distintos lotes de vinos espumosos.

Simbolos: B-Glucanasas (8g), Levaduras inactivas (LI), Cortezas de levadura (COR), manoproteinas

(MN), Cortezas de levadura + Tanino (CLT), Control (C).
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4.2 Andlisis de componentes principales

Se realiz6 un ACP de los datos obtenidos mediante analisis fisico-quimico y sensorial
heddnico (prueba de aceptabilidad) de los vinos espumosos, con el objetivo de estudiar
las relaciones que presentan los diferentes vinos en funcion de las distintas variables
estudiadas, de forma que quede reflejada la mayor informacion posible.

En la figura 2 se muestra la distribucion de los vinos y de los parametros analizados en
el espacio vectorial definido por las componentes principales 1 (CP1) y 2 (CP2) cuyos
datos vienen mostrados en la tabla 2. Las dos primeras componentes principales
explican el 56,6% de la varianza total de los datos. La CP1 muestra el 30,3% de la
variabilidad de los datos, y se encuentra correlacionada positivamente con los
parametros de acidez total, azlcares residuales, polisacaridos, persistencia de la
espuma, grado alcohdlico, tiempo de estabilidad de la espuma, color y olor y persistencia
en boca, y negativamente por acidez volatil, proteinas, NFA, indice de color, tonalidad,
indice de polifenoles totales, &cidos hidroxicinamicos, flavonoles, taninos,
espumabilidad, sabor y picor. Por otro lado, la CP2 explica el 26,3% de la variabilidad
de los datos, y se encuentra correlacionada positivamente con acidez total, acidez
volatil, azlcares residuales, proteinas, NFA, polisacaridos, indice de color, tonalidad,
flavonoles, espumabilidad, permanencia, olor, sabor y picor, y negativamente con los
parametros de indice de polifenoles totales, 4cidos hidroxicinamicos, taninos y color.

TABLA 2: PESOS DE LOS COMPONENTES EN EL ACP.

AHC -0,3162 0,0909
AR 0,0618 -0,1607
AT 0,1955 -0,3157
AV -0,2332 -0,1018
FLA -0,3200 -0,0423
GA 0,0068 0,0418
Hm -0,0716 -0,2314
Hs 0,1153 -0,0379
IC -0,0320 -0,1275
IPT -0,2781 0,1910
NFA -0,2151 -0,2081
POL 0,1541 -0,2516
Prot -0,2569 -0,2708
TAN -0,1767 0,3257
TON -0,2715 -0,1726
Ts 0,1711 -0,3545
ACEPT -0,1333 -0,3564
COLOR 0,1942 0,0386
OLOR 0,3011 -0,0679
PER boca 0,3240 -0,1460
PICOR -0,216206 -0,229617
SABOR -0,189263 -0,30921

*Codificaciéon: AHC: acidos hidroxicindmicos; AR: azucares reductores; AT: acidez total ; AV: acidez volatil;
FLA: flavonoles; GA: grado alcohdlico; ); Hm: espumabilidad (mm); Hs: persistencia de la espuma (mm);
IC: indice de color; IPT: indice polifenoles totales; NFA: nitrogeno facilmente asimilable; POL:
polisacaridos;Prot: proteinas totales; TAN: taninos ;TON: tonalidad; Ts: tiempo de estabilidad de la espuma
(SACEPT: acepabilidad global; COLOR; OLOR; PER_boca: persistencia en boca; SABOR; PICOR.
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La figura 2 muestra de forma muy visual los efectos de los diferentes coadyuvantes en
la elaboracién del vino espumoso, con una clara diferencia respecto al control que se
encuentra localizado en el espacio definido por los valores positivos de la CP1y la CP2.
Observandose también que en el plano se encuentran tres grupos de vinos espumosos
bien diferenciados respecto a sus caracteristicas fisico-quimicas y hedonicas.
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Figura 2: Andlisis por componentes principales de las muestras de vino y las caracteristicas fisicoquimicas y
sensoriales.

Simbolos: B-Glucanasas (Bg: 5 g/Hl), Levaduras inactivas (LI: 30 g/Hl), cortezas de levadura (COR: 30 g/Hl),
manoproteinas (MN: 10 g/ HI), cortezas de levadura + tanino (CLT: 37,5 g/HI), Control (C). AV: acidez volatil;
AT: acidez total; GA: grado alcohdlico; IC: indice de color; IPT: indice polifenoles totales; AR: azlicares
reductores; Prot: proteinas totales; NFA: nitrogeno facilmente asimilable; POL: polisacaridos; TON: tonalidad;
AHC: acidos hidroxicinamicos; FLA: flavonoles; Ts: tiempo de estabilidad de la espuma (s); Hm: espumabilidad
(mm); Hs: persistencia de la espuma (mm); ACEPT: acepabilidad global; PER_boca: persistencia en boca;
COLOR; OLOR; SABOR; PICOR.

En primer lugar, en el espacio con valores positivos para CP1 y negativos para CP2 se
encuentran los vinos tratados con manoproteinas purificadas y levaduras inactivas.
Estos vinos mostraron mejoras en diferentes caracteres como son una mayor acidez
total, un mayor contenido en polisacaridos totales, un mayor tiempo de estabilidad de la
espuma y una ligera mejora en la persistencia de la espuma. Respecto a las
caracteristicas sensoriales, se observa en la figura 2 que estos vinos se caracterizan
por una muy buena valoracion en los atributos de olor y persistencia en boca.

El coadyuvante compuesto por levaduras inactivas presenta en su composicion un
elevado contenido en polisacaridos y manoproteinas, mientras que el otro coadyuvante
esta compuesto por manoproteinas purificadas. De este modo, la mayor acidez total
observada en estos vinos espumosos podria deberse a que las manoproteinas
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contenidas en ambos coadyuvantes tecnoldgicos ejercen un papel de coloide protector
frente a las precipitaciones tartaricas (Caridi, 2006; Hidalgo, 2019), favoreciendo de una
forma importante al mantenimiento de la acidez total.

Del mismo modo, estos vinos presentaron mayores contenidos en polisacéaridos totales
fruto de la propia composicion de estos dos coadyuvantes. El contenido en polisacaridos
totales tiene una gran importancia en la calidad de la espuma, especialmente en la
estabilidad de la espuma. Se ha descrito que los polisacaridos que provienen de las
levaduras (manoproteinas) presentan propiedades hidréfobas y son capaces de
adherirse a las burbujas de anhidrido carbénico protegiéndolas y evitando su rotura
(Blasco et al., 2011). Los resultados de nuestro estudio, se encuentran en concordancia
con los realizados por Moreno-Arribas et al. (2000), observandose que los vinos con
mayor contenido en manoproteinas y polisacaridos mostraban mejores caracteristicas
en lo que al tiempo de estabilidad de la espuma se refiere.

Los vinos elaborados con manoproteinas y levaduras inactivas obtuvieron los mejores
resultados para la persistencia en boca, atributo que evalla el postgusto que el vino
generaba en el consumidor. Las manoproteinas aumentan el “cuerpo” de un vino y lo
dotan de un volumen en boca que genera una sensacién agradable tras ingerirlo;
ademas son capaces de formar complejos estables con los taninos que disminuyen la
sensacion de astringencia (Meza, 2012). Diversos estudios realizados sobre la
injerencia de las manoproteinas en la elaboracién de vinos, confirman que estos
compuestos mejoran la calidad y aceptabilidad de los vinos (Navascués, 2006).

En segundo lugar, en el plano vectorial definido por valores negativos para la CP1 y
positivos para la CP2, se encuentran los vinos tratados con cortezas de levadura y los
vinos elaborados con corteza de levadura y tanino elagico. Estos vinos presentan
mayores valores para el indice de polifenoles totales, taninos, acidos hidroxicinamicos
y flavonoles.

El contenido en taninos, como se esperaba, ha sido notablemente superior en el caso
del vino elaborado con cortezas de levaduras y tanino elagico, ya que como indica el
fabricante este coadyuvante es una mezcla de corteza de levadura con tanino elagico.
La elevada concentracién de taninos de los vinos elaborados con las cortezas de
levadura podria explicarse por un efecto de adsorcion por las paredes de las levaduras
que evita la formacién de complejos de taninos susceptibles de precipitar (Dulau et al.,
1994).

El indice de polifenoles totales se encuentra directamente relacionado con el contenido
en tanino, acidos hidroxicinamicos y flavonoles ya que son unos de los principales
componentes de este indice. Por otro lado, las cortezas de levadura poseen un efecto
antioxidante debido a su capacidad de adsorcion de los compuestos fendlicos que
impide su polimerizacion y oxidacion (Suéarez et al., 2015)

En tercer lugar, en el plano vectorial definido por valores negativos para la CP1 y
negativos para la CP2 se sitdan los vinos tratados con B-glucanasas, con un importante
namero de variables que se encuentran fuertemente relacionadas entre si. Estos vinos
presentaron un mayor valor para los pardmetros de color (indice de color y tonalidad),
contenido en proteinas solubles y NFA, y para los atributos sensoriales picor, sabor en
boca y aceptabilidad global.

Respecto a las medidas cromaticas, los vinos con B-glucanasas obtuvieron los mejores
valores para el indice de color, asi como para la tonalidad. Esto podria deberse
principalmente al efecto protector sobre los antocianos de las manoproteinas y los
polisacéaridos derivados de la degradacién de la pared celular de las levaduras por las
enzimas B-glucanasas (Morata et al., 2003). Cabe destacar que las manoproteinas
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liberadas por las enzimas B-glucanasas tienen distinta naturaleza a las afiadidas en el
ensayo de las manoproteinas purificadas ya que los métodos de extraccion son muy
diferentes. En el caso de las manoproteinas purificadas, estas han sido obtenidas
mediante procedimientos de autolisis térmica para acelerar el proceso. Este método da
lugar a moléculas de manoproteinas muy heterogéneas con un peso de entre 10,0 y
21,5 KDa, mientras que las manoproteinas producto de la degradacion enzimatica
poseen un peso mayor de entorno a los 30 KDa (Nufiez et al., 2006).

En cuanto al contenido de proteinas solubles, este se encuentra directamente
relacionado con el contenido en NFA. Como en el caso anterior esta mayor
concentracién probablemente se debe a la accion de las enzimas B-glucanasas. Cabe
destacar que estas manoproteinas liberadas por las enzimas (-glucanasas tienen
distinta naturaleza a las afiadidas en el ensayo de manoproteinas (MN) ya que los
métodos de extraccion son muy diferentes (Dubourdieu y Moine-Ledoux, 2007).

Por otro lado, el vino tratado con B-glucanasas presentd mejores caracteristicas en
cuanto a espumabilidad se refiere. Esta propiedad estuvo relacionada con los mayores
niveles de proteinas y NFA observados en estos vinos. Es conocido que las proteinas
presentes con pesos de 420 KDa tienen un efecto de mejora en la espumabilidad debido
a las propiedades fisicas de hidrofobicidad (Martinez-Lapuente et al., 2015; Nufez et
al., 2005; Torresi et al., 2014). Por otro lado, los aminoacidos al pH del vino presentan
carga positiva y se comportan como compuestos surfactantes con grupos hidrofébicos
e hidrofilicos. Los aminoacidos se retienen en la interfase aire-liquido de las burbujas
reduciendo la tensién superficial del vino y, por lo tanto, mejorando la capacidad de
formacion de espuma (Martinez-Lapuente et al., 2015).

En el caso de los atributos sensoriales, el vino con B-glucanasas presenté mejores
valoraciones para el picor en boca, sabor y aceptabilidad global. En el caso del picor,
este atributo se describe como el efecto que el gas carbonico ejerce en la boca, y a ese
respecto obtuvo buena valoracion por parte de los consumidores. Este parametro se
encontré estrechamente relacionado con la espumabilidad y, en ese sentido, las -
glucanasas han resultado ser mejorantes en cuanto a la sensacién que la espuma
produce en la boca. También, se obtuvo una mayor valoracion en cuanto al sabor. De
hecho, estos vinos presentaron un mayor contenido en proteinas y aminoécidos,
compuestos que intervienen en el sabor del vino (Bell y Henschke, 2005). Por ultimo,
los vinos con B-glucanasas obtuvieron una mayor aceptabilidad global, pudiendo
concluir que este coadyuvante es el que mas gustd al panel de consumidores, que
estaba formado mayoritariamente por gente joven (73% de los consumidores con
edades entre 21 y 30 afos).
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4.3. Andlisis de correspondencias

Los datos obtenidos en la prueba CATA (Check-All-That-Apply) se procesaron mediante
andlisis de correspondencias (AC) con el objetivo de describir las relaciones entre los
distintos descriptores y las muestras. Se utilizé la frecuencia de mencion de cada
atributo en la prueba CATA contando el numero de consumidores que usaron cada
término para describir cada muestra. Como en el caso anterior, en la figura 3 se observa
gue las zonas estdn muy bien diferenciadas. La primera y segunda dimension del AC
explicaron el 39,9% vy el 24,2% de la variabilidad de los datos, respectivamente.
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Figura 3. Andlisis de correspondencias (AC) extraido mediante CATA.

Simbolos: B-Glucanasas (Bg: 5 g/HL), Levaduras inactivas (LI: 30 g/HL), Cortezas de lavadura (COR: 30
g/HL), Manoproteinas (MN: 10 g/HL), Cortezas de levadura + TANINO (CLT: 37,5 g/HL), Control (C).

En el espacio con valores positivos en D1 y negativos en D2 se encuentran los vinos
tratados con B-glucanasas, que se caracterizan por ser cremosos, acidos y equilibrados.
En relacién con el ACP (figura 2), la cremosidad puede deberse a las buenas
caracteristicas de espumabilidad y al elevado contenido de proteinas de estos vinos que
generarian sensacion de untuosidad en la boca (Brissonnet y Maujean, 1991; Garcia et
al., 2009). Respecto al caracter equilibrado, esta caracteristica en general es una de las
mas valoradas en un analisis sensorial ya que un desequilibrio en boca genera una
sensacion desagradable, en consecuencia, las B-glucanasas obtuvieron la mejor
calificacion respecto al sabor que seria explicado por el equilibrio que posee (Bell y
Henschke, 2005). Finalmente, la acidez también forma parte de uno de los principales
caracteres que describirian este vino siendo ademés agradable, ya que obtuvo las
mejores valoraciones desde el punto de vista del sabor y de la aceptabilidad global en
la prueba de aceptabilidad (figura 2).

Por otro lado, en la zona con valores negativos para D1 y D2 encontramos los vinos con
cortezas de levadura y corteza de levadura + tanino, estos vinos podrian describirse
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mediante los caracteres de picantes, afrutados, y aceptables. En relacién con la prueba
de aceptabilidad (figura 2), también se sitan como vinos con caracteristicas similares.
En este caso los descriptores que los caracterizan les aportan una mayor aceptacion
por parte de los consumidores.

En cuanto a los vinos tratados mediante levaduras inactivas, situados en la zona
negativa de la D1 y la positiva de la D2, se caracterizan por ser persistentes,
voluminosos y poseer un color rojo intenso. En relacién con la persistencia en boca, los
vinos con levaduras inactivas han mostrado la mejor valoracién en este atributo tanto en
la prueba de aceptabilidad como en la de CATA, asi como en el andlisis de estabilidad
de la espuma. Estos resultados estan relacionados con los productos de degradacion
de las levaduras y sus propiedades hidrofobas (Blasco et al., 2011). Respecto al color,
estas muestras fueron catalogadas como vinos de color rojo intenso, color que fue
valorado positivamente en el anadlisis de aceptabilidad. Ademas, estos vinos se
caracterizaron por ser voluminosos en boca, lo que esta relacionado con su mayor
contenido en polisacaridos, asi como con su mayor tiempo de estabilidad de la espuma
al ser ingeridos (figura 2).

Los vinos con manoproteinas, localizados en la parte positiva de la D1 y de la D2,
resultaron ser catalogados por los consumidores como vinos dulces y herbaceos. En
este caso, también seria importante relacionarlo con los parametros fisico-quimicos ya
que esta muestra presentaba mayor concentracion de azucares residuales (dentro de
un vino seco con azucares <2 g/l) generando por tanto esa sensacion descrita por los
consumidores como dulce. Por otro lado, el caracter herbaceo podria deberse a la
temprana vendimia que se realizé para elaborar el vino base. Es posible que para reducir
este caracter sea conveniente prolongar mas el tiempo entre la adicion de las
manoproteinas en el licor de expedicién y su degustacion.

Finalmente, el control se encuentra situado en el centro, y esta caracterizado por sabor
amargo, sensacion de astringencia y color violaceo. Respecto al color, este caracter fue
el mejor valorado en el vino control por los consumidores en la prueba hedénica como
muestra la figura 2, siendo por tanto el color violaceo el mas apreciado segun la prueba
CATA. Los atributos de astringencia y amargor han sido los predominantes en el control,
esto ocurre porque al no recibir ningln tipo de tratamiento, el vino no ha suavizado los
taninos responsables de la astringencia y del amargor.
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5. Conclusiones

Tras el estudio de los resultados obtenidos, se pueden extraer las siguientes
conclusiones:

e El uso de coadyuvantes no ha influido en la velocidad de desarrollo de la
segunda FAL en botella.

e Los vinos tratados con cortezas de levadura con o sin tanino obtuvieron
resultados similares desde el punto de vista fisico-quimico y heddnico. No
hallandose diferencias entre ellas.

e Los vinos con manoproteinas y levaduras inactivas también obtuvieron
resultados similares en los andlisis fisico-quimicos. Con mejores resultados de
acidez total y persistencia de la espuma que el resto.

e Las B-glucanasas mejoraron las caracteristicas de espumabilidad y tono, asi
como el contenido en proteinas y nitrégeno facilmente asimilable del vino.

e Desde el punto de vista sensorial, los vinos tratados con cortezas de levadura
fueron los méas aceptados por los consumidores y mejores caracteristicas de
picor y sensacion afrutada.

e El vino con B-glucanasas fue el mejor valorado y mas equilibrado segun los
consumidores.

e El vino control no destacé positivamente por ningln parametro y fue valorado
por los consumidores como amargo y, por lo tanto, demostrando que los
tratamientos con coadyuvantes han sido efectivos.
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