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1. RESUMEN

Hoy en dia la crianza sobre lias se ha visto muy extendida en enologia no solo para
la elaboraciéon de vinos espumosos, sino también para la elaboracion de vinos
tranquilos. Se ha observado desde el punto de vista organoléptico, que los vinos con
crianza sobre lias son vinos méas equilibrados y que presentan un sabor y aroma
méas complejo, ademas de una composicién quimica caracteristica. El objetivo del
presente Trabajo Fin de Grado es estudiar el impacto que ejerce la crianza sobre
lias de levaduras Saccharomyces y no-Saccharomyces en las caracteristicas
fisicoguimicas y sensoriales en un vino base tinto. El vino base a estudiar esta
elaborado con uva de la variedad Tempranillo de la vendimia del 2021, al cual se le
han afiadido las diferentes lias (8 tratamientos por duplicado), y se ha llevado a cabo
una crianza de 4 meses.

Este estudio sugiere que el uso de lias de levaduras no-Saccharomyces en la
crianza sobre lias es una herramienta Gtil para mejorar la calidad general del vino,
ya que modifica la composicion del vino y las caracteristicas sensoriales.

Palabras clave: Crianza sobre lias, Saccharomyces, no-Saccharomyces, vino tinto,
Tempranillo, propiedades fisicoquimicas, propiedades sensoriales.

ABSTRACT

Nowadays, the ageing on lees has been widespread in oenology, not only for the
production of sparkling wines, but also for the production of wines without carbon
dioxide. It has been observed from the organoleptic point of view that wines aged on
less are more balanced and have a more complex taste and aroma, in addition to a
characteristic chemical composition.

The aim of this Final Degree Project is to study the impact of ageing on lees of
Saccharomyces and non-Saccharomyces yeasts on the physicochemical and
sensory characteristics in a wine. The wine subject of study is elaborated with grapes
of Tempranillo variety of the 2021 harvest, to which the different lees have been
added ( 8 treatments in duplicate) and a 4-month ageing has been carried out.

This study suggests that the use of non-Saccharomyces lees in wine ageing is a
useful tool for the improvement mannoproteins, reaching values higher than obtained
using Saccharomyces cerevisiae lees.

Key words: Ageing on lees, Saccharomyces, non-Saccharomyces, red wine,
Tempranillo, physicochemical properties, sensory properties.
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2. INTRODUCCION

La crianza sobre lias consiste en mantener los restos de las células de levadura, en
contacto con el vino tras la fermentacion alcohdlica. Las lias mayoritariamente estan
formadas por levaduras y, en menor proporcién, materia inorganica y tartarico.
(Perez-Serradilla & de Castro, 2008). Esta practica enoldgica ha ido ganando
importancia en la elaboracién del vino tinto, debido al impacto que tiene sobre las
caracteristicas organolépticas del vino (Vidal et al., 2004).

Al dejar el vino en contacto con las lias después de la fermentacion alcohdlica se
produce la liberacion de una mezcla de polisacéridos y de cadenas cortas de
polisacéridos y, de estos ultimos una fraccién corresponde a las manoproteinas
unidas covalentemente al glucano de la pared intacta (Morata et al., 2005). Esta
liberacion se consigue por el proceso de autolisis de la levadura y por la accién de
enzimas como la B-glucanasa y manosidasa procedentes de las levaduras
(Charpentier & Freyssinet, 1989). Dichas enzimas favorecen la liberacion de
nitrégeno en forma de aminoacido, que puede alterar las caracteristicas
organolépticas del vino, principalmente su composicién volatil (Pozo-Bayon et al.,
2009).

La autolisis de las levaduras es un proceso irreversible que por lo general se produce
al final de la fase estacionaria de crecimiento y esta asociada con la muerte celular
(Babayan & Bezrukov, 1985). Se ha demostrado en estudios que la autolisis tiene
lugar en cuatro pasos. En el primero, las proteasas vacuolares se liberan al
citoplasma debido a la degradacién de las endoestructuras celulares. En el segundo,
las proteasas liberadas, que inicialmente se encuentran inhibidas por inhibidores
citoplasmaticos especificos, se van a activar gracias a la degradacién de los dichos
inhibidores. En el tercer paso se va a producir la hidrolisis de los componentes y los
productos resultantes se van a acumular en el espacio restringido por la pared
celular. Por dltimo, dichos productos hidroliticos se van a liberar, atravesando los
poros de la pared celular cuando sus masas moleculares sean lo suficientemente
bajas para atravesarla (Alexandre & Guilloux-Benatier, 2006; Babayan et al., 1981).

La composicion de las paredes celulares de las levaduras (llustracion 1), asi como
la formacion de los polisacéaridos de la pared es diferente entre una especie y otra.
(Palomero et al., 2009).
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llustracion 1: Estructura de la pared celular de las levaduras. Hidalgo, 2019

En estudios realizados con Saccharomyces cerevisiae se observdé que los
polisacaridos representaban en torno al 85-90 % de la pared celular de la levadura.
Dichos polisacéaridos se podian dividir en 3 grupos: manoproteinas o polimeros de
manosa que podian alcanzar hasta un 50 % en peso seco, quitina o polimeros de
N-acetil-glucosamina que alcanzan hasta el 6 % y los polimeros de glucosa o
1,3/1,6-3-glucanos que pueden alcanzar hasta el 55 % (Klis et al., 2002).

A causa de la liberacién de las manoproteinas durante la crianza sobre lias, el vino
se ve modificado, influyendo en las propiedades sensoriales, en la boca y redondez
del vino (Vidal et al., 2004). Durante la autolisis de las levaduras se liberan también
compuestos como lipidos, que pueden ser precursores aromaticos, pudiendo
mejorar la fraccion aromatica de los vinos favoreciendo la formacién de aldehidos
volatiles y ésteres (Charpentier et al., 1993). Ademas, las lias tienen capacidad de
adsorber diferentes compuestos volatiles responsables de defectos organolépticos
en los vinos, como los etilfenoles (Chassagne et al., 2005; Pradelles et al., 2008).
También, se logran mejoras en la estabilidad de la materia colorante debido a que
actian como coloides protectores e interactian con los antocianos y taninos,
evitando su precipitacion y agregacion (Escot et al., 2001). Asimismo, el caracter
reductor de las lias va a proteger a los polifenoles de la oxidacién. Es por eso por
lo que para la seleccion de levaduras para la crianza sobre lias un criterio
fundamental es la liberacion de polisacéridos (Fornairon-Bonnefond & Salmon,
2003; Salmon, 2005). En diversos estudios se han demostrado que los tratamientos
con manoproteinas incrementan el cuerpo, la percepcion de sensacion de redondez
y dulzura, la persistencia, la complejidad olfativa y la intensidad aromatica, ademas
reducen el amargor, la astringencia y los taninos verdes agresivos (Del Barrio-Galan
et al., 2012; Guadalupe et al., 2007; Loira et al., 2013; Ribeiro et al., 2014) .

Sin embargo, uno de los riesgos en los que se pueden ver afectados los vinos con
crianza sobre lias es la formacion de aminas bidégenas o la liberacién de sus
precursores de aminoacidos (Martinez-Rodriguez & Polo, 2000). Ademas, exige una
inversion considerable en cuanto a recursos se refiere (toneles, cubas, mano de
obra, analisis sensoriales, etc.) (Palomero et al., 2009). Recientemente se ha
propuesto la recolecta y el reciclado de las lias provenientes de la fermentacion,
aungue tradicionalmente se han considerado como los subproductos de desecho
(Iseppi et al., 2021).

En estudios recientes se ha visto que levaduras no-Saccharomyces, presentes en
la uva y en la vinificacién, presentan gran capacidad para liberar durante la
fermentacion alcohdlica importantes cantidades de polisacéaridos, incluyendo
manoproteinas, , por lo que dichas manoproteinas y polisacaridos estarian
presentes de forma natural, sin la adicion exégena de los mismos (Domizio et al.,
2014). El poder incrementar de forma natural el contenido de manoproteinas usando
levaduras no-Saccharomyces es de gran interés, y supone un valor afiadido debido
a la mejora que se produce en el sabor y en la calidad del vino (Ciani et al., 2010;
Jolly et al., 2006, 2014). A pesar de que la inoculacion de levaduras comerciales S.
cerevisiae es la préctica enoldégica mas comun para la elaboracion de vinos
comerciales, el empleo de diferentes especies de levaduras podria ser una opcién a
considerar por los endlogos que pretenden obtener vinos con diferentes propiedades
organolépticas (Fresno et al., 2021).
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Se ha demostrado que algunas cepas de especies como Torulaspora delbrueckii
incrementan el contenido de manoproteinas durante la fermentacion (Belda et al.,
2015; Domizio et al., 2014). Esta levadura, es la mas usada para la fermentacion
alcohdlica del vino dentro de las no-Saccharomyces (Albertin et al., 2014). Sin
embargo, manoproteinas liberadas por especies como Schizosaccharomyces
pombe y Lachancea thermotolerans mejoraron la caracteristicas sensoriales y
aromaticas del vino, y esto puede ser debido a la capacidad de liberar
manoproteinas que retienen compuestos aromaticos positivos (Benito et al., 2019).

La utilizacién de especies no-Saccharomyces presenta la dificultad de implantarse
en el mosto sobre la microflora nativa. Por lo tanto, la liberacién de metabolitos y la
produccion de actividades enziméticas con proyeccién sensorial es limitada al igual
que la expresién de su metaboloma (Morata et al., 2020). Una alternativa a este
problema puede ser la extraccion de manoproteinas de levaduras no-
Saccharomyces, donde en vez de utilizar esas cepas de levadura para la
fermentacion del vino, se aplicaria dichas manoproteinas directamente para la
crianza. Esta estrategia, que se aplica sobre todo para aquellas cepas cuyas
capacidades fermentativas son débiles, evitaria inconvenientes como la liberacién
inadecuada de manoproteinas debido a la competencia con S. cerevisiae y a las
condiciones de vinificacién adversas, a paradas de fermentacién y a la disminucion
de la calidad del vino (Giovani et al., 2012).

Por lo tanto, en el presente estudio se evaluara el empleo de lias procedentes de
diferentes cepas de levaduras Saccharomyces y no-Saccharomyces, y se
compararan las caracteristicas fisicoquimicas y en el perfil sensorial del vino base
que se va a destinar posteriormente a la elaboracién de vino espumoso

3. OBJETIVOS

El objetivo del presente TFG es estudiar el impacto que ejerce en las caracteristicas
fisicoquimicas y sensoriales en un vino base tinto, la crianza sobre lias, procedentes
de levaduras secas activas Saccharomyces y no-Saccharomyces afadidas al vino
base, las cuales han sido previamente lisadas y que no se han utilizado para la
fermentacion.

4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Vinoy cepas de levaduras

Se utilizé un vino base tinto elaborado con uva de la variedad Tempranillo de
la vendimia del 2021, al cual se le afiadieron diferentes lias obtenidas de las
siguientes cepas de levaduras secas activas cedidas por la casa comercial
Lallemand: S. cerevisiae, dos cepas de Torulaespora delbrueckii (NTD20 y
TD29), dos cepas de Metschnikowia pulcherrima (MP1'y MPF), y Lachancea
thermotolerans. Ademas, se utilizaron lias de la propia fermentacion del vino
base y un vino control sin lias, obteniendo un total de 8 tratamientos por
duplicado (Tabla 1).

De Domingo Garcia, Sara
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA)
Grado en Enologia
Péagina 4 de 27



Estudio del impacto de la crianza sobre lias de diferentes cepas de levaduras Saccharomyces y no-Saccharomyces en
un vino base

Tabla 1: Tratamientos utilizados en el estudio y su codificacion.

Descripcion Cdédigo
Control C
Saccharomyces cerevisiae SC
Lias propias LP
Torulaespora delbrueckii 29 TD29
Nueva Torulae.spora NTD20
delbrueckii
Metschnikowia pulcherrima | MPI
Metschnikowia pulcherrima F MPF
Lachancea thermotolerans LTL

4.2. Condiciones de autolisis

Se partié de las cepas de levaduras secas activas sefaladas en el apartado
anterior (4.1) que se suspendieron en un vino modelo. La composicién del
vino modelo contiene etanol (10 % v/v), acido malico (3 g/L), acido acético
(0,1 g/L), acido tartarico (4 g/L), sulfato potasico (0,1 g/L) y sulfato magnésico
(0,025 g/L). El pH se ajust6 a 3 con hidroxido de sodio. La autolisis se realizé
de acuerdo con Pueyo et al. (2020), exceptuando la duracién de la incubacion
de las lias que se llevé a cabo a 30 °C, durante 64 horas con agitacion en un
centrifugador orbital a 100 rpm. Transcurridas las 64 horas, se centrifugaron
las muestras, se retird el sobrenadante y se obtuvieron las lias puras. Dichas
lias se afiadieron a los 16 depdsitos de acero inoxidable (8 tratamientos por
duplicado), con una capacidad de 20 litros en donde se encontraba el vino
tinto base, arazén de 0,8 g/L y se llevo a cabo una crianza sobre lias durante
4 meses.

4.3. Analisis de los parametros fisicoquimicos

Métodos y fundamentos utilizados:

- pH: Se basa en la medida de la diferencia de potencial entre dos electrodos
sumergidos en el liquido que se estudia. Uno de los dos electrodos tiene un
potencial que es una funcién definida del pH del liquido, el otro tiene un
potencial fijo y conocido y constituye el electrodo de referencia (OIV, 2011).

- Acidez total: Valoracion potenciométrica utilizando NaOH 0,1 N (OlV, 2015).
- Acidez volatil: Método Garcia-Tena, cuyo fundamento se basa en una
destilacion fraccionada del vino una vez eliminado el diéxido de carbono y
una posterior valoracién &cido-base de la segunda porcion del destilado
(Garcia & Xirau, 2014).

- Grado alcohdlico: Mediante ebullometria, este método se fundamenta en la
diferencia entre los puntos de ebullicién del alcohol y el agua, tomando como
referencia la temperatura del agua en las condiciones ambientales (Barcelo,
1990).

- Indice de polifenoles totales: Medida de la absorbancia del vino a 280 nm
(UV), debido al nudcleo bencénico caracteristico de los compuestos
polifendlicos que presenta a esta longitud de onda su maximo de absorbancia
(Garcia & Xirau, 2014)
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- Nitrogeno facilmente asimilable: El a-amino y el nitrégeno amonico
reaccionan con el formaldehido liberando 2 H* que son valorados mediante
NaOH (Shively et al., 2001).
- Proteinas solubles: Se basa en la propiedad de los taninos de formar con
las proteinas combinaciones estables con la gelatina (Hidalgo 2003; Llaudy
et al., 2004).
- Polisacéridos totales: Los polisacaridos se degradan y forman complejos
coloreados con fenol, en presencia de acido sulfarico, dichos complejos
coloreados permiten su determinacion a 485 nm (Lindner & Shomer, 1984).
- Acidos hidroxicinamicos: Mediante espectroscopia UV se mide la absorcion
gue 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: Método de Glories. Se determinan midiendo la
absorbancia a longitudes de onda de 420, 520 y 620 nm (Pérez-Magarifio &
Gonzalez-San José, 2006)
- 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).
-Antocianos totales: Se basa en la decoloracion mediante bisulfito de sodio
(Ribereau-Gayon & Stonestreet, 1965), donde la coloracién es proporcional
a la concentracion de antocianos libres.
Todos los parametros fisicoquimicos se realizaron por duplicado excepto los
andlisis de nitrégeno facilmente asimilable, proteinas solubles, antocianos y
polisacaridos totales que se realizaron por triplicado.

4.4. Andlisis sensorial
Se utilizé un panel de 10 catadores entrenado segun la Norma UNE-EN ISO
8586:2014, formado por 5 hombres y 5 mujeres, con una edad media de 25
afios.
Las sesiones se realizaron en la sala de catas de la ETSIIAA del Campus de
Palencia de la Universidad de Valladolid y en cabinas individuales, siguiendo
los protocolos COVID. Dicha sala cumple con los requisitos que se indican
en la Norma UNE-EN ISO 8589:2010.
El panel de catadores realiz6 analisis sensorial descriptivo cuantitativo (Stone
& Sidel, 2004), utilizando una ficha de cata para vino tinto, formada por 13
atributos divididos en tres fases y cuantificados en una escala no
estructurada de 10 cm (Tabla 2).
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Tabla 2: Atributos utilizados en la ficha de cata.

Descriptor Caodigo
Fase visual Tonalidad Tona
Intensidad de capa Icap
Intensidad del olor lolor
Afrutado Afru
Fase olfativa Vegetal
(Herbéaceo) Veg
Lactico Lac
Alcohdlico Alc
Acido Acid
Amargo Amar
Fase gustativa Astringente Astr
Volumen en boca Vol
Intensidad Int
Persistente Pers

En cada sesion, las muestras se sirvieron de manera aleatoria siguiendo un
disefio de bloques completo, en copas para la degustacion de vinos segun la
Norma UNE 87022:1992 y con cddigos de tres cifras elegidos al azar. En
cada copa se sirvié unos 25 ml de vino a una temperatura aproximada de 16
+ 1 °C. Todos los tratamientos se cataron por duplicado (n = 20, 10 catadores
X 2).

4.5. Analisis estadistico
Con los datos obtenidos se calcul6 el valor medio y la desviacion estandar
de todas las repeticiones realizadas tanto de los parametros fisicoquimicos
como de los descriptores sensoriales. Posteriormente se realizé un Andlisis
de Componentes Principales (ACP) y se utiliz6 Statgraphics Centurion XVIII
(Statpoint Technologies, Inc., Warrenton, USA).

De Domingo Garcia, Sara
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA)

Grado en Enologia
Péagina 7 de 27



Estudio del impacto de la crianza sobre lias de diferentes cepas de levaduras Saccharomyces y no-Saccharomyces en
un vino base

5. RESULTADOS Y DISCUSION

En las siguientes tablas se presentan los valores medios y la desviacion estandar
de los parametros fisicoquimicos (Tablas 3 y 4) analizados y de los atributos
sensoriales (Tabla 5) en los distintos vinos tras 4 meses de crianza sobre lias.

Tabla 3: Andlisis fisicoquimico de los vinos tras 4 meses de crianza sobre lias. Control (C), S.
cerevisiae (SC), Lias propias (LP), T. delbruckii (TD29), Nueva T. delbruckii (NTD20), M.
pulcherrima | (MPI), M. pulcherrima F (MPF), L. thermotolerans (LTL), Acidez Total (AT), Grado
Alcohdlico (GA), Acidez Volatil (AV), Nitrégeno Facilmente Asimilable (NFA), Polisacéridos Totales

(PT). Los resultados representan la media + desviacion estandar.

AT GA AV NFA or
(/L) pH (%vol.) (/L) (mg/L) (&/L)

C 5,6:0,3 | 3,4410,02 | 11,40:0,00 | 0,38:0,05 | 9811 | 2,76%0,57
SC 5,5$0,2 | 3,32%0,24 | 11,40:0,00 | 0,47t0,00 | 10014 | 2,63£0,65
LP 5,3:0,0 | 3,45:0,06 | 11,20:0,00 | 0,46:0,01 | 107t6 | 2,76%0,86
TD29 | 54401 | 3,42¢0,18 | 11,55:0,07 | 0,42£0,04 | 954 | 2,52%0,97
NTD20 | 54400 | 3,4:£0,08 | 11,45:0,07 | 0,430,00 | 91%6 | 2,730,44
MPI 56:0,1 | 3,48:0,00 | 11,20£0,00 | 0,41:0,04 | 98t8 | 2,52+0,88
MPF | 55:03 | 3,42¢0,11 | 11,300,14 | 0,44%0,06 | 9914 | 2,68+0,47
LTL 5,4:0,0 | 3,1840,03 | 11,550,07 | 0,4740,00 | 9610 | 2,760,34
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Tabla 4:Andlisis fisicoquimico de los vinos tras 4 meses de crianza sobre lias. Control (C), S. cerevisiae (SC), Lias propias (LP), T. delbruckii (TD29), Nueva T. delbruckii (NTD20), M. pulcherrima |
(MPI), M. pulcherrima F (MPF), L. thermotolerans (LTL), % Azul (%AZ), % Amarillo (%AM), % Rojo (%R0J), Tonalidad (TON), Intensidad Colorante (IC), indice de Polifenoles Totales (IPT), Acidos
Hidroxicinamicos (AHC), Flavonoles (FLAV), Antocianos (ANT), Proteinas Solubles (PS), Taninos (TAN). Los resultados representan la media + desviacion estdandar

ANT PS TAN
%AZ %AM %R0 TON IC IPT AHC FLAV (mg/L) (&/L) (g/L)

C 15,57+0,16 | 30,18+0,09 54,25+0,06 0,56 +0,00 12,11+0,01 6,65+0,21 | 20,50+0,21 6,730,11 185+ 4 0,35+0,57 | 1,60+0,18
SC 14,92+0,81 | 30,01+0,07 55,07+0,75 0,54+0,01 13,65+1,41 7,53+%1,03 | 22,55%2,05 7,68+0,74 325+ 6 0,36+0,65 | 2,09+0,31
LP 15,27+0,75 | 30,64+0,49 54,09+0,26 0,57+0,01 11,69+1,50 7,10+0,42 | 22,85%1,63 7,70+0,64 3881141 0,38+£0,86 | 1,97+0,22

TD29 | 15,41+0,75 | 29,9510,26 54,64+1,02 0,55+0,02 12,85+1,22 6,93+0,53 | 21,83%1,17 7,30+0,64 246123 0,39+0,97 | 1,55+0,11
NTD20 | 15,69+0,36 | 29,9510,23 54,36+0,59 0,55+0,01 12,28+0,83 6,95+0,07 | 21,13%1,59 7,05%0,78 256148 0,38+£0,44 | 1,28+0,42
MPI 14,33+0,12 | 29,9510,05 55,72+0,06 0,54+0,00 15,08+0,52 7,13+0,32 | 22,70+1,13 7,80+0,35 388+60 0,38+0,88 | 2,20+ 0,34
MPF 15,16+0,93 | 30,31+0,34 54,53+0,58 0,56+0,00 12,90+1,07 7,98+0,81 | 23,68+0,32 8,0510,28 275%122 0,33+£0,47 | 1,84+0,12
LTL 15,51+0,14 29,9+0,23 54,59+0,37 0,55+0,01 11,64+0,61 6,48+0,25 | 20,53+1,03 6,83+0,39 223177 0,42+ 0,34 | 1,56+0,15
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Tabla 5: Andlisis sensorial de los vinos tras 4 meses de crianza sobre lias. Control (C), S. cerevisiae (SC), Lias propias (LP), T. delbruckii (TD29), Nueva T. delbruckii (NTD20), M. pulcherrima |

Estudio del impacto de la crianza sobre lias de diferentes cepas de levaduras Saccharomyces y no-Saccharomyces en un vino base

(MPI), M. pulcherrima F (MPF), L. thermotolerans (LTL). Los resultados representan la media + desviacion estdndar

Tona Icap lolor Afru Veg Lac Alc Acid Amar Astr Vol Int Pers

C 6,312,6 6,8t1,8 | 5,7¢1,1 51+1,7 | 4,3£1,8 4,211,6 4,4¢1,5 4,1+£1,76 3,4¢1,3 | 4,718 | 4,2+1,8 | 4,6£1,9 4,7£2,1
SC 6,312,8 7,0£1,3 52+1,9 | 4,715 | 4,119 3,8+1,8 4,7+1,6 3,911,6 3,6£14 | 4,7+2,1 | 4,719 5,0£1,9 4,8+2,2
LP 6,3t2,4 | 59+1,7 | 4,8+2,1 | 4,2+1,1 | 4,1+1,8 3,4+1,5 6,116,7 3,8t1,7 3,1#1,5 | 4,312,2 3,912,0 | 4,422 4,412,0
TD29 5,9+2,8 6,512,3 56+1,8 | 4,516 | 4,213 3,8+1,7 4,3+1,7 3,5%£1,3 3,5%¢1,3 3,8¢1,8 | 3,9+1,6 | 4,2t1,6 4,0+1,8
NTD20 6,0£2,7 6,3t1,8 | 54+1,6 | 4,4t16 | 4,314 3,411,3 4,8+1,4 4,5+2,0 3,8¢1,6 | 4,0+2,3 | 4,2+1,2 | 4,6%1,8 4,7+2,1
MPI 6,1£3,0 6,7¢1,7 | 4,8t16 | 4,9+1,5 | 4,018 4,119 4,7£1,9 4,1£15 3,3t1,0 | 4,0£2,0 | 4,4%1,7 | 4,818 4,712,

MPF 6,0£2,8 6,8t1,7 | 4,819 | 4,1+2,5 | 4,0+1,6 3,7£2,1 4,4+2,1 4,0+2,0 3,9¢1,8 | 4,8+1,4 | 4,0£15 | 4,4+1,8 4,5+2,1
LTL 6,4t2,4 | 6,612,1 5,8+1,3 5,2+2,0 | 4,0£1,8 4,1+1,8 4,3£1,6 4,0£1,6 3,4t1,6 | 4,2¢1,7 | 3,9+1,4 | 4,8t1,8 4,612,1
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5.1. Caracteristicas fisicoquimicas generales

Se puede observar en la Tabla 3, que en este estudio no hay variaciones
apreciables en pardmetros como la acidez total, pH, acidez volatil y el grado
alcohdlico, lo que concuerda con el estudio de Belda et al., (2015) en el que no
se observa ninguna influencia de la crianza sobre lias en dichos parametros. En
cuanto a los compuestos de nitrégeno, principalmente aminoacidos y péptidos,
son considerados como los componentes principales que se liberan al vino
durante la autolisis de la levadura (Jiménez & Ancin, 2017; Martinez-Rodriguez
et al., 2006; Moreno-Arribas et al., 2009). En este trabajo se ha observado un
incremento de los compuestos de nitrégeno en todos los tratamientos, salvo en
los vinos tratados con las dos cepas de T. delbrueckii (TD29 y NTD20). Esto
podria deberse a que los diferentes contenidos de aminoacidos y la liberacion
de sustancias nitrogenadas relacionados con la actividad proteolitica intracelular,
dependen de la cepa de levadura (Charpentier et al., 1986; Vaughan-Martiniet
al., 1979).

5. 2. Proteinas solubles y polisacaridos

Una de las principales razones para llevar a cabo la crianza sobre lias es mejorar
sus propiedades de sensacion en boca, liberando la mayor parte de las
manoproteinas contenidas en la pared celular de la levadura. En la Tabla 4, se
observa que el uso de lias no-Saccharomyces, exceptuando las lias de M.
pulcherrima F (MPF) (0,33 g/L) incrementé la concentracion de proteinas
solubles después de 4 meses de crianza sobre lias, alcanzando valores mas
altos (0,38-0,42 g/L) en comparacién con la cepa convencional de S. cerevisiae
(0,36 g/L), siendo los vinos con lias de L. thermotolerans los que consiguieron
valores mas elevados en el contenido de dichas proteinas, seguido de los vinos
con lias de la cepa de T. delbruckii (TD29). Otros autores como Domizio et al.,
(2014) y Belda et al. (2015) también han demostrado que T. delbruckii
incrementa el contenido de manoproteinas en la fermentacién y durante la
crianza sobre lias. Sin embargo, en estudios previos se encontrd que la levadura
no-Saccharomyces que menos manoproteinas liber6 fue L. thermotolerans
(Belda et al., 2015). Por otro lado, en estudios realizados por Domizio et al.
(2014) se demostrd que la crianza con lias no-Saccharomyces aumentan el
contenido de polisacéaridos con respecto al control y al vino con crianza con lias
de Saccharomyces, sin embargo, en este trabajo se observa lo contrario. Estas
diferencias pueden deberse a las cepas empleadas en los estudios.

5.3 Intensidad colorante, indice de polifenoles totales, antocianos,
taninos, tonalidad.

La crianza del vino no solo se ha relacionado con la estabilizacion del color, sino
también con la pérdida de este, y esto va a depender del proceso de crianza, del
entorno fisicoquimico y de las caracteristicas de las células de levadura, asi
como de su capacidad de adsorcion, en funcién de su porosidad (Gémez-
Cordovés & Gonzalez-San José, 1995; Morata et al., 2003). En diferentes
estudios se ha demostrado que las manoproteinas interfieren en la estabilizacion
de las propiedades de color de los vinos, ya que previenen la precipitacion de
antocianos y taninos y reducen el proceso de oxidacion de los polifenoles (Escot
et al.,, 2001; Francois et al., 2007; Feuillat et al., 2001; Fuster & Escot, 2002;
Saucier et al., 2002; Salmén, 2005). Sin embargo, también hay estudios en los
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gue no se observaron mejoras en las propiedades de color del vino en crianza
sobre lias (Del Barrio-Galan et al., 2015; Loira et al., 2013; Rodrigues et al.,
2012). En este trabajo los resultados estan parcialmente de acuerdo (Tabla 4),
ya que el vino con lias de L. thermotolerans (LTL) presenta una disminucion
menor tanto en la intensidad colorante como en el indice de polifenoles en
comparacion con los otros tratamientos.

Sin embargo, factores como la adsorcion de la pared celular, podria estar
influyendo en las propiedades del color final de los vinos. También podria afectar
a la disminucién de la intensidad colorante la degradacion de los pigmentos
presentes en el vino o el desarrollo de estos en otros compuestos (Palomero et
al., 2009). Esto podria explicar que los vinos tratados con lias de M. pulcherrima
F (MPF) presenten un menor aumento de la intensidad colorante.

Ademads, se puede observar en todos los tratamientos que el parametro del %
amarillo no presenta grandes fluctuaciones, lo que sugiere que las condiciones
de oxidacién en los diferentes ensayos fueron similares. Con respecto al % rojo,
al % azul y a la tonalidad, no se observan diferencias entre los diferentes
ensayos.

Se ha observado que los taninos y los antocianos de las levaduras no-
Saccharomyces no disminuyen su contenido, debido al precipitado, con respecto
al control, esto se puede explicar porque las manoproteinas actian como
coloides protectores e interactian con los antocianos y taninos (Escot et al.,
2001). En el caso de los antocianos, el aumento observado en este trabajo en
su contenido en los ensayos con respecto al control podria explicarse debido a
gue las lias presentan un alto contenido en compuestos antioxidantes,
constituidos principalmente por compuestos fendlicos como los antocianos
(Yokotsuka et al., 2001).

5.4 Flavonoles y acidos hidroxicinamicos

Los flavonoles son los compuestos fendlicos mas abundantes en las lias de vino
de uvas tintas, estos junto con los acidos hidroxicindAmicos y sus derivados,
pueden sufrir una condensacion oxidativa y procesos de pardeamiento durante
el envejecimiento (Yokotsuka et al., 2001). En este estudio al tratarse de una
crianza sobre lias no se observé una disminucion en el contenido de estos, lo
que puede ser consecuencia del ambiente reductor que generan las lias. Siendo
los vinos con lias de M. pulcherrima F (MPF) el que presenta un mayor contenido
en flavonoles y también en los acidos hidroxicinamicos, aunque, en estos ultimos
no se observa mucha diferencia con el resto de los ensayos (Tabla 4). Segun los
resultados de este estudio se podria decir que ambos parametros son
directamente proporcionales.

5.5. Analisis sensorial

A causa del contacto del vino con las lias, las manoproteinas y los polisacéridos
liberados, pueden interactuar con varios compuestos arométicos, dichas
interacciones dependen principalmente de la naturaleza y concentracion de las
moléculas arométicas involucradas (Jiménez & Ancin, 2007; Lubbers et al.,
1994).

En la Tabla 5, se pueden observar los resultados obtenidos del andlisis sensorial
de los diferentes ensayos. Con respecto a la tonalidad y a la intensidad de capa
se observa que no presentan grandes diferencias entre los ensayos, estos
resultados concuerdan con los datos obtenidos en el andlisis fisicoquimico
(Tabla 4), donde no se observan grandes variaciones con respecto al color. En
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cuanto a las caracteristicas aromaticas, el vino que presenta un mejor perfil
aromatico (intensidad de olor y caracter afrutado) es el vino con crianza sobre
lias de L. thermotolerans (LTL), resultados similares a los encontrados en el
estudio de Benito et al. (2019), que demuestra que esta levadura mejora las
caracteristicas sensoriales y aromaticas del vino. Con respecto a la percepcion
vegetal, disminuy6 en los vinos con crianza sobre lias en comparacion con el
control.

La percepcion de alcohol fue mayor para el vino que realizé la crianza con las
lias propias (LP) producidas en la fermentacion alcohdlica.

Todos los vinos con crianza sobre lias mostraron una menor percepcion de
acidez en comparaciéon con el control que puede ser debida a las interacciones
entre los polifenoles del vino y las macromoléculas liberadas durante la lisis
celular (Feuillat et al., 2001; Rodrigues et al., 2012). El amargor en los vinos fue
percibido por los catadores sin muchas diferencias entre los diferentes ensayos.
Por lo general, la astringencia se percibié con menor intensidad en los ensayos
donde los vinos llevaron a cabo crianza sobre lias exceptuando M. pulcherrima
F (MPF) que presenta un valor similar al control.

En cuanto a la persistencia e intensidad en boca se observa que en los vinos
con crianza sobre lias de Saccharomyces presentaron mayor intensidad que en
el resto de los ensayos.

5.6. Andlisis de componentes principales (PCA)

Para explicar la diferenciacion de los vinos y obtener mas informacién sobre las
variables que principalmente influyen en las diferencias y semejanzas de los
vinos estudiados se ha utilizado una técnica multivariada de analisis de datos
(Medina, 1996; Nogueira & Nascimento, 1999), andlisis de componentes
principales. Las relaciones entre los parametros sensoriales y fisicoquimicos con
los vinos después de 4 meses de crianza se muestran en la llustracién 2. El
componente principal 1 o eje x (CP1) y el componente principal 2 o eje y (CP2)
explicaron el 30,56 % y el 24,55 % de la variabilidad del conjunto de datos,
respectivamente. En la tabla de pesos de componentes (Tabla 6) se observa que
las caracteristicas dominantes del CP1 son los acidos hidroxicinamicos, los
flavonoles, el grado alcohdlico y la intensidad de olor, y en el CP2 las dominantes
son el % rojo, la intensidad colorante, la tonalidad, la acidez total, la intensidad
de capa, el volumen en boca y la intensidad en la fase gustativa. En el gréfico
bidimensional de los dos primeros componentes (llustracion 2) Se pueden
observar cinco agrupaciones, la primera agrupacion se sitla en la parte negativa
del CP1y del CP2, y esta formado por los vinos que hicieron la crianza con las
cepas Nueva Torulaespora delbrueckii (NTD20) y T. delbruckii (TD29), que se
caracterizan por atributos fisicoquimicos como el % azul, el grado alcohdlico y
por el atributo sensorial vegetal. La segunda agrupacion se localiza también en
la parte negativa del CP1, pero en la parte positiva del CP2, en esta agrupacion
se encuentra el control (C) y el vino tratado con las lias de L. thermotolerans
(LTL), los parametros que describen a este grupo son el caracter afrutado, el
lactico, la intensidad de olor y el grado alcohdlico. La tercera agrupacion se
encuentra en la parte positiva del CP1 y del CP2, donde se engloba los vinos
tratados con S. cerevisiae (SC) y la cepa M. pulcherrima | (MPI), que se
caracterizan por descriptores fisicoquimicos como intensidad de color y % rojo.
La cuarta agrupacion que se sitGa en la parte positiva del CP1 y en la parte
negativa del CP2 en el cual se sitda el vino tratado con la cepa M. pulcherrima F
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(MPF), que se caracteriza por parametros fisicoquimicos como taninos,
flavonoles, antocianos, indice de polifenoles totales, pH, nitrégeno facilmente
asimilable, polisacaridos neutros y &cidos hidroxicinamicos. En la Ultima
agrupacién se encuentra el vino cuya crianza se llevd a cabo con las lias
procedentes de la fermentacion alcohdlica (LP), que se sitia también en la parte
positiva del CP1 y en la parte negativa de la CP2. Estos vinos se caracterizan
por los parametros fisicoquimicos de tonalidad y de % amarillo, y por ser
alcoholicos desde el punto de vista sensorial.
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Tabla 6: Tabla de pesos de los componentes.
Componente | Componente | Componente | Componente | Componente | Componente
1 2 3 4 5 6
%AM 0,201616 -0,229408 -0,0557931 0,233501 -0,0290242 -0,129677
%ROJ 0,085145 0,318473 -0,0483841 -0,215699 -0,0788936 0,0237167
%AZ 0,085145 -0,244019 0,0897838 0,119842 0,110374 0,0473014
IC 0,152471 0,281009 0,0898185 -0,194995 -0,115988 0,0461267
TON 0,0551432 -0,308027 -0,00263779 0,216762 -0,0368073 -0,171736
IPT 0,255868 0,0398737 0,162191 -0,0298991 0,313708 -0,0246897
AHC 0,30833 0,0032452 0,0264199 -0,118053 0,154058 -0,0715546
FLAV 0,306438 0,0397999 0,00621103 -0,135389 0,14648 -0,0413611
AT 0,0370729 0,280202 0,23194 0,122754 -0,180706 -0,133647
pH 0,195344 -0,0600534 0,251206 -0,0224124 -0,356235 0,00242349
GA -0,287742 -0,0166982 0,0481589 -0,131775 0,18192 -0,05759
AV 0,049468 -0,0403186 -0,313882 -0,045798 0,41099 0,125093
ANT 0,274988 0,0402887 -0,195922 -0,0964518 -0,110037 0,168066
PN 0,187644 -0,0837596 0,303726 0,140936 -0,153856 0,12372
PS -0,173848 -0,0244983 -0,330872 -0,232343 -0,11092 0,121113
NFA 0,231015 -0,0793647 -0,209279 0,215287 -0,0336451 -0,214154
TAN 0,257377 0,171111 -0,158903 0,0361454 -0,0507901 -0,151672
Tona -0,035844 0,0783794 -0,313745 0,384485 0,0660042 -0,00800122
Icap -0,0410099 0,286862 0,147364 0,102227 0,20627 -0,245926
lolor -0,321309 0,00319352 0,0268179 0,0328159 0,00653198 -0,101845
Afru -0,203758 0,226216 -0,130351 0,0860329 -0,194768 -0,133489
Veg -0,116927 -0,101737 0,288227 0,1945 -0,208005 0,160352
Lac -0,141803 0,244941 -0,0565396 0,100138 -0,123138 -0,34385
Alc 0,187755 -0,187696 -0,200426 0,112812 -0,136249 0,235269
Acid -0,0605411 0,0743914 0,0724906 0,20588 0,0183756 0,508219
Amar | -0,0319282 0,0149843 0,322532 0,0183756 0,41456 0,127599
Astr 0,0905382 0,0638121 0,0993872 0,414036 0,265894 -0,189882
Vol 0,0769107 0,295455 0,0927744 0,0949298 0,028556 0,196603
Int -0,0524446 0,293484 -0,174967 0,190733 0,0461115 0,188625
Pers 0,0065523 0,228209 -0,0422264 0,324986 0,0355852 0,323287
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llustracion 2: Analisis de componentes principales de parametros fisicoquimicos y sensoriales de
los vinos tras 4 meses de crianza sobre lias. Control (C), S. cerevisiae (SC), Lias propias (LP), T.
delbruckii (TD29), Nueva T. delbruckii (NTD20), M. pulcherrima | (MPI), M. pulcherrima F (MPF),
L. thermotolerans (LTL). (CP1 vs CP2)
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5.7. Lias propias vs afladidas

En este apartado, en la llustracién 3, se compara el perfil sensorial del vino con
crianza sobre lias propias de la fermentacion del vino base (LP) y del vino con
lias de S. cerevisiae (SC) s que no proceden de la fermentacion, sino que se
lisan directamente en solucion hidroalcohélica y se adicionan al vino base.

e— 5 LP

Tona

Pers Icap

Int

Vol

Astr

Amar

lolor

Afru

Veg

Lact

Acid Alc

llustracion3: Puntuaciones de atributos gustativos y olfativos del vino con crianza sobre lias con
la cepa SC y del vino con crianza sobre las lias propias originadas en la fermentacion alcohdlica.

En la comparativa de los atributos sensoriales, se muestra que no se obtiene el
mismo perfil en los vinos ya que presentan diferencias perceptibles en gran parte
de los atributos. Se observa que el vino con crianza sobre lias de S. cerevisiae
(SC) presenta mayor volumen en boca, aunque contenga menos proteinas
solubles (Tabla 4), esto indica que la liberacion de manoproteinas durante la
crianza del vino sobre lias es un factor importante, pero no el Unico, sino que hay
otros muchos factores que influyen en la percepcion del vino. Otra de las
diferencias destacables es la intensidad de capa y la tonalidad, apreciandose
gue son mayores en los vinos con crianza sobre lias de S. cerevisiae (SC) aun
presentando menor contenido en antocianos (Tabla 4), podria deberse a que la
crianza sobre lias de S. cerevisiae ha favorecido a la estabilidad del color y por
lo tanto presenta mayor intensidad de capa.

5.8. Diferencias entre cepas sobre la influencia en el perfil sensorial
del vino

A continuacion, en las siguientes figuras se muestran comparativas de los
perfiles sensoriales entre las cepas de las mismas especies de levaduras. En
estudios previos se ha visto que las propiedades que se aportan durante la
crianza sobre lias son dependientes de la cepa y pueden variar las
caracteristicas del vino final.
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Esta representacion permite conocer las posibles diferencias en el perfil sensorial
dependientes de la cepa empleada, evaluando qué cepa puede ser mas
interesante para la crianza sobre lias, desde el punto de vista organoléptico.

e Comparativa de las cepas de Torulaspora delbrueckii

—TD29 NTD20
Tona
8
Pers Icap
6
Int lolor
2
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Acid Alc

llustracion 4: Puntuaciones de atributos gustativos y olfativos del vino con crianza sobre lias con
la cepa TD29 y del vino con crianza sobre lias de la cepa NTD20.

En la llustracion 4 se puede observar una comparativa de las dos cepas de T.
delbrueckii (TD29 y NTD20). Las diferencias mas importantes se encontraron en
la persistencia, la acidez y en la percepcién del alcohol, de las cuales destaca la
diferencia de acidez que puede deberse a las interacciones entre los polifenoles
del vino y las macromoléculas liberadas durante la lisis celular, siendo mayor
dicha interaccion en los vinos con crianza sobre lias con TD29.
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e Comparativa de las cepas de Metschnikowia pulcherrima
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llustracion 5: Puntuaciones de atributos gustativos y olfativos del vino con crianza sobre lias con
la cepa MPI y del vino con crianza sobre lias de la cepa MPF.

En la llustraciébn 5, se muestra también la comparativa de los atributos
sensoriales de los vinos tratados con las dos cepas de M. pulcherrima (MPI y
MPF). Se puede observar que presentan similitudes en atributos como la
intensidad de capa, la tonalidad, el alcohol, la tonalidad y la persistencia. Las
diferencias mas importantes se encuentran en la astringencia, en el amargor, en
el volumen y en el caracter afrutado, siendo el vino con lias de la cepa MPF el
que presenta una mayor astringencia y amargor y un menor volumen en boca,
gue puede deberse a que presenta un menor contenido de proteinas solubles en
comparacion con la cepa MPI como se puede observar en la Tabla 5.

6. CONCLUSIONES

La crianza sobre lias de levaduras Saccharomyces y no-Saccharomyces puede ser
una herramienta util para incrementar el contenido de manoproteinas sin la
necesidad de afiadirlas de manera exdgena.

Aunque serd necesario realizar mas estudios, los resultados obtenidos en este
trabajo, sugieren que algunas cepas de levadura no-Saccharomyces podrian
convertirse en herramientas innovadoras para aumentar la complejidad del vino.

Se ha demostrado que las propiedades que se aportan durante la crianza sobre lias
son dependientes de la cepa y pueden variar las caracteristicas del vino final.

Se ha visto que Torulaspora delbrueckii puede ser (til para incrementar la
concentracion de manoproteinas en los vinos, durante la crianza del vino sobre lias.
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En este estudio se ha demostrado que la cepa Metschnikowia pulcherrima F es la
gue menos incrementa el contenido de proteinas solubles como consecuencia los
vinos con crianza sobre estas lias se perciben mas astringentes.

Los vinos sometidos a crianzas sobre lias de la cepa Lachancea thermotolerans se
han visto mejorados con respecto a las caracteristicas sensoriales.
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