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Influencia de la crianza del vino base sobre lias tratadas con ultrasonidos, en vinos espumosos tintos.

Abstract

During the last few years, sparkling red wines have gained popularity, attracting the interest of
wine lovers and winemakers expanding the wine market and the options available to the
consumer. However, the elaboration can be difficult since there are different variables that affect
their quality, such as obtaining red grapes with suitable phenolic maturity for the elaboration for
the base wine.

During the production of these wines different techniques have been tested aimed at reducing the
astringency and greenness contributed by the early harvested grapes. For this, the base wine has
been aged on lees, subjecting it to different treatments such as ultrasound and the addition of (3-
glucanases. In the present study, the analysis of sparkling wines has been carried out after the
second fermentation in the bottle and aging on lees for 9 months.

We found that aging on lees, ultrasonic treatment, and the addition of B-glucanases have positive
impact on some of these physicochemical parameters, such as the release of polysaccharides
and the nitrogen concentration, so they could be useful techniques in the production of sparkling
red wine.

Key words: sparkling red wine, sparkling wine, aging on lees, lees, ultrasounds.
1. Resumen

Durante los ultimos afios, los vinos tintos espumosos han ganado popularidad captando el interés
de amantes del vino, productores, endlogos y bodegueros, expandiendo el mercado viticola y las
opciones disponibles para el consumidor. Sin embargo, su elaboracién supone un reto ya que
existen diferentes variables que afectan a la calidad, como la obtencién de una materia prima
con madurez fendlica adecuada para la elaboraciéon del vino base.

Durante la elaboracién de los vinos base, se han probado diferentes técnicas dirigidas a reducir
la astringencia y verdor aportados por la uva recolectada tempranamente. Para ello se ha
realizado la crianza sobre lias del vino base sometiéndolo a distintos tratamientos como los
ultrasonidos y la adiciéon de B-glucanasas. En el presente estudio se ha realizado la analitica de
los vinos espumosos tras la segunda fermentacién en botella y una crianza sobre lias durante 9
meses.

Encontramos que tanto la crianza sobre lias, el tratamiento de ultrasonidos y la adicién de B-
glucanasas tienen un impacto positivo en algunos de estos parametros fisicoquimicos como la
liberacion de polisacaridos y la cantidad de nitrégeno, por lo cual podrian ser herramientas utiles
en la elaboracion de vino tinto espumoso.

Palabras clave: vino tinto espumoso, vino espumoso, crianza sobre lias, lias, ultrasonidos.
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Influencia de la crianza del vino base sobre lias tratadas con ultrasonidos, en vinos espumosos tintos.

2. Introduccion

En Espafia, la mayoria de los vinos espumosos son elaborados como blancos y rosados, siendo
la produccién de vinos espumosos tintos practicamente inexistente. EI mercado de vinos
espumosos, sobre todo los de Denominacion de Origen Cava, ha crecido durante los ultimos
afios y cubre el porcentaje mas alto de las ventas a nivel nacional y de exportacién
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Figura 1. Consumo por categorias de vinos espumosos en el mercado interior y su variacion de
volumen producido y del valor en euros en el afio 2022 (Consejo Regulador D.O. Cava, 2022).

Pérez-Magarifio et al. (2019) indican que, aunque su produccién es menor comparando con los
vinos tranquilos, el impacto econémico de este producto es importante por su alto valor afiadido.
Su elaboracién es un proceso largo que sigue diferentes pasos que requieren mano de obra
(Pozo-Bayon et al., 2009).

31%.
MERCADO

EXTERIOR
PA[SES TERCEROS

Figura 2. Ventas en el mercado interior y mercado exterior de vinos espumosos Cava (Consejo
Regulador D.O. Cava, 2022).

El “Método Champenoise” o “Método Tradicional”, originario de la regién de Champagne, Francia
para la elaboracion de vino espumoso se realiza en dos fases. En la primera obtendremos el
denominado “vino base”, que se elabora como un vino tranquilo de manera tradicional.
(Zoecklein, 2002). Los vinos elaborados de acuerdo con este método deben realizar una segunda
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Influencia de la crianza del vino base sobre lias tratadas con ultrasonidos, en vinos espumosos tintos.

fermentacion en botella seguida de una crianza sobre lias durante 9 meses antes del degielle
(Commission Regulation (EC) No. 606/2009). Para que se lleve a cabo, el vino base se embotella
con una mezcla de levaduras seleccionadas y azucar conocida como licor de tiraje, que debe
contener una cantidad de azlcares suficientes para poder conseguir las 6 atm de presion
necesarias (Zoecklein, 2002). La seleccion de levaduras se considera dificil porque durante la
segunda fermentacién estas deben sobrevivir en condiciones adversas como la baja
temperatura, acidez alta, pH bajo y carencia de nutrientes (Borrull et al., 2015). Durante ese
tiempo, se forma el CO- y posteriormente cuando ha finalizado, da lugar a la crianza sobre lias.
(Martinez-Rodriguez y Pueyo, 2009; Pozo-Bayédn et al., 2009).

La crianza sobre lias es una técnica que se ha utilizado tradicionalmente en la elaboracién de
vinos espumosos. Se mantiene al vino en contacto con las lias durante varios meses después
de la segunda fermentacion, esto favorece la liberacién de compuestos de interés (Martinez-
Rodriguez y Pueyo, 2009). Ocurre un proceso conocido como autdlisis de levaduras que
contribuye a la complejidad del vino. Consiste en la hidrélisis de biopolimeros intracelulares por
enzimas de levaduras enddgenas, esto produce una liberacion de aminoacidos, proteinas y
polisacaridos, entre otros (Alexandre y Guilloux-Benatier, 2006).

Sin embargo, aun siguiendo el método tradicional, la produccién de vinos espumosos tintos
supone un reto, ya que la materia prima idonea debe contener una madurez fendlica suficiente,
un grado alcohdlico moderado (10.0%- 11,5%), un pH menor a 3,5, y acidez equilibrada
(Gonzalez-Lazaro et al., 2020). Una de las estrategias para elaborar un vino base adecuado para
el producto final, es la vendimia anticipada, para asi obtener los niveles 6ptimos de las
caracteristicas mencionadas anteriormente, el problema radica en que puede resultar en un vino
con poco color y desequilibrado (Sawyer et al., 2022).

En relacién con la crianza sobre lias que ocurre después de la segunda fermentacion y teniendo
en cuenta que estamos hablando de un vino espumoso tinto, algunos de los compuestos
liberados durante la autélisis son las manoproteinas, que mejoran la estabilizacién del color y
disminuyen la astringencia (Pérez-Serradilla y de Castro, 2008), son proteoglicanos altamente
glicosilados que estan compuestos principalmente por manosa (>90%)(Guadalupe et al.,
2010)glucosa y proteinas (<10%) (Vidal et al., 2003), por lo tanto, esto ayudaria a minimizar los
problemas que puede conllevar una vendimia anticipada.

En la elaboracién de vino espumoso el proceso de autdlisis es lento ya que ocurre cuando el
medio presenta un pH bajo (de 3.0-4.0), a temperaturas entre 15-18°C, las mejores condiciones
para que ocurra el proceso de autdlisis es un medio con pH 5.0 y una temperatura de 45°C.
(Kollar et al., 1993). Por esta razdn, se ha despertado el interés de investigar técnicas para reducir
el tiempo de crianza sobre lias acelerando el proceso de autdlisis (Morata et al., 2019). Para
agilizar este proceso se ha recurrido al método llamado “batonnage”, que durante los ultimos
afnos, diferentes técnicas han sido investigadas para reemplazarlo, entre ellas, la utilizaciéon de
preparados de enzimas comerciales (Palomero et al., 2007), la adicién de [B-glucanasas
obtenidas de especies de Trichoderma (Humbert-Goffard et al., 2004), la aplicacién de
tratamiento combinado de ultrasonidos y microondas (Liu et al., 2016), el “batonnage” es una
practica donde se remueve el vino permitiendo la homogenizacion del contenido facilitando los
intercambios entre las lias y el volumen del vino (Doco et al., 2003a).
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Influencia de la crianza del vino base sobre lias tratadas con ultrasonidos, en vinos espumosos tintos.

Mientras que las microondas son ondas no ionizantes que causan el aumento de energia en la
matriz producida por la friccion, solo pueden modificar las estructuras moleculares y favorecer la
migracion de compuestos (Clodoveo et al., 2016), la aplicacién de tratamiento de ultrasonidos
aumenta el total de coloides, proteinas y polisacaridos con una reduccion en el diametro del
tamano de la particula (Cacciola et al., 2013).

El tratamiento de ultrasonidos consiste en la aplicacion de ondas mecanicas de alta potencia y
baja frecuencia de 20 kHz a 100 kHz, esto hace que el gradiente de presion y temperatura
aceleran los cambios quimicos y fisicos causando una ruptura celular (Garcia Martin y Sun,
2013). Los ultrasonidos promueven la autdlisis de las levaduras mejorando la extraccion de
polisacaridos (Cacciola et al., 2013), la extraccion de compuestos aromaticos del mosto y del
vino (Cocito et al., 1995), y ademas reducen la cantidad de levaduras Brettanomyces_y bacterias
lacticas (Gracin et al., 2016) mejorando el control microbiolégico en general (Gracin et al., 2016).
La técnica de aplicacion de tratamiento de ultrasonidos no es costosa y es respetuosa con el
medio ambiente, ha sido aprobada en muchos campos de la industria alimentaria (Delgado et al.,
2009). Sin embargo, durante los ultimos anos, encontramos investigaciones que se centran en
la aplicacién del tratamiento a diferentes intensidades y tiempos, por lo que, aun faltan estudios
sobre la crianza de lias asistida con ultrasonidos (Garcia Martin et al., 2013).

Aunque se han desarrollado distintas técnicas para la elaboracion de los vinos espumosos tintos,
no se han encontrado muchos estudios relacionados con la elaboracion, composicion o cambios
que ocurren durante la crianza sobre lias, esto probablemente puede ser por los desafios que
presenta obtener un vino base idéneo con las caracteristicas apropiadas (Pérez-Magarifio et al.,
2019).

Como estrategia para mitigar los problemas que conlleva elaborar un vino espumoso tinto de
calidad, los distintos tratamientos tales como ultrasonidos y beta-glucanasas fueron aplicados
durante la elaboracion del vino base, en el cual se estudiod el efecto de la crianza sobre lias
tratadas con ultrasonidos sobre los parametros quimicos y sensoriales del vino base tinto
destinado a la elaboracién de un vino espumoso (Navarro, 2022). En el presente trabajo
estudiaremos la influencia que ha tenido sobre la elaboracién del vino tinto espumoso final.

3. Objetivo y plan de trabajo.

Este trabajo es la continuacion de un proyecto mas grande que comenzé en la vendimia del 2021,
cuyo objetivo general es estudiar la influencia sobre la elaboracion de un vino espumoso tinto,
de la realizacion de una crianza sobre lias del vino base en diferentes condiciones.

El objetivo principal es conocer la influencia en el vino espumoso final, de los tratamientos
realizados sobre las lias que se adicionaron a los vinos base y con las cuales se realizé una
crianza de cuatro meses. A su vez, se puede desglosar en los siguientes objetivos especificos:

e Conseguir un vino tinto espumoso de calidad y que tenga las caracteristicas
fisicoquimicas adecuadas para la venta al consumidor.

e Realizar la caracterizacion fisicoquimica de los distintos vinos espumosos tintos
elaborados.

e Conocer la influencia de cada tratamiento sobre la elaboracién del vino espumoso.
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Para ello, una vez finalizada la segunda fermentacién en botella y su correspondiente crianza
con lias, en el presente trabajo se continud el proceso de elaboracion del vino tinto espumoso
con método tradicional segun el plan de trabajo siguiente:

- Deguelle de las botellas, para retirar las lias, a los 9 meses de adicién del licor de tiraje.
- Caracterizacion fisicoquimica de los vinos elaborados con los diferentes tratamientos.
- Andlisis de los datos obtenidos.

4. Material y métodos.

4.1.Material de partida.

Como hemos mencionado anteriormente, el vino tinto espumoso parte de uva vendimiada en
2021, donde se obtuvo el vino base que permaneci6 en contacto con lias durante 4 meses, con
los siguientes tratamientos:

e Lias de Saccharomyces cerevisiae sometidas a tratamientos de ultrasonidos (US) con
distintos niveles de amplitud (30%,60%,90%).

e Lias de Saccharomyces cerevisiae adicionadas de B-glucanasas (BG).

e Lias de Saccharomyces cerevisiae sometidas a un tratamiento de ultrasonidos y
adicionadas de B-glucanasas (30%BG).

e Lias de Saccharomyces cerevisiae sin tratar.

e Lias procedentes de la propia fermentacion del vino base.

e Control sin lias.

Las lias utilizadas para los tratamientos mencionados anteriormente provienen de levaduras de
una cepa de Saccharomyces cerevisiae comercializada como levadura seca activa, LALVIN
EC1118 (Lallemand S.A., Canada), estas fueron sometidas al tratamiento correspondiente en un
equipo de ultrasonidos UP400S (400 W y 24 KHz) (Hielscher Ultrasonics, Teltow, Alemania)
equipado con un sonotrode de 22 mm de diametro que se sumergié en la muestra a una
profundidad de 30 mm. La suspension de la levadura se introdujo en un recipiente de cristal
refrigerado por una corriente de agua fria externa para mantener una temperatura constante de
la muestra de 25° C. Se utilizaron tres niveles de amplitud diferentes (30%, 60% y 90%).

A las lias de Saccharomyces cerevisiae, se les afadio 3-glucanasa (Lallemand S.A. Canada) a
la dosis de 3 g/HL (muestras SCBG y 30%BG). En la muestra 30%BG la adicién de esta enzima
fue después del tratamiento con ultrasonidos.

Tras los cuatro meses de crianza sobre lias, se realizo6 la adicion de licor de tiraje con una mezcla
de 20 g/HL de levaduras LALVIN EC1118 Saccharomyces cerevisiae (Lallemand S.A., Canada)
con 24 g/L de sacarosa y 20 g/HL de bentonita. Después del degiielle tras 9 meses de la adicion
del licor de tiraje, se obtuvieron un total de 8 tipos de vinos espumosos de diferentes tratamientos
con repeticion de cada uno de ellos (Tabla 1).
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Tabla 1: Vinos experimentales y codigos.

Muestra Experimental Caddigo
Control sin lias C
Control con lias de Saccharomyces cerevisiae sin tratamiento SC S/TTO
30% durante 10 min + 30%BG
Lias de Saccharomyces cerevisiae tratadas B-glucanasas

con ultrasonidos de diferentes amplitudes de 30% durante 10 min 30%
onda 60% durante 10 min 60%
90% durante 10 min 90%

Lias de Saccharomyces cerevisiae + B-glucanasas SC BG
Lias propias LIAS

4.2. Andlisis fisicoquimico

Los analisis fisicoquimicos a los distintos vinos tintos espumosos se realizaron por duplicado, los
polisacaridos totales y proteinas totales se analizaron por triplicado, se utilizaron los siguientes
métodos:

Todas las muestras de vino fueron previamente desgasificadas y centrifugadas para poder
realizar los analisis.

e pH: se basa en la diferencia de potencial entre dos electrodos sumergidos en el liquido
sometido a ensayo que seria la muestra de vino tinto espumoso desgasificado
(Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino (O1V), 2023).

e Acidez total: es la suma de todas las acideces valorables, cuando se lleva al vino a pH 7
por adicién de una solucién alcalina valorada. (OlV, 2023).

e Grado alcohdlico: por el método de ebullometria que se basa en la diferencia de los
puntos de ebullicion del agua y el etanol tomando como referencia el agua en condiciones
ambientales. (Garcia, 1990).

e Acidez volatil: se separa una fraccion del acético contenido en la muestra de vino
mediante una destilacion directa y parcial con posterior valoracién con solucion alcalina
(Garcia, 1990).

 Indice de polifenoles totales (IPT): se basa en la absorcion en el ultravioleta de los anillos
bencénicos caracteristicos de los compuestos fendlicos con un maximo proximo a 275-
280 nm (Garcia, 1990).

e Acidos hidroxicinamicos: se mide la absorcion a 320 nm que tiene la muestra de vino
mediante espectrofotometria. (Betés-Saura et al., 1996).

e Flavonoles: se mide la absorcidbn que presenta la muestra a 365 nm mediante
espectrofotometria (Betés-Saura et al., 1996).

e Taninos totales: Se miden en el espectrofotometro a 550 nm en un medio acido y a altas
temperaturas donde se liberan antocianidinas, por rotura de los enlaces
intermonomeéricos (Bate-smith, 1981).

e Antocianos totales: basado en la decoloracion con bisulfito de sodio que es proporcional
a la concentracion de antocianos libres (Ribéreau-Gayon y Stonestreet, 1965).
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¢ Nitrogeno facilmente asimilable: su fundamento es que el nitrégeno amino libre y el
nitrégeno aménico se hacen reaccionar con formaldehido y posteriormente se valora con
NaOH (Shively, 2001).

e Proteinas totales: se basa en la capacidad de unidn del colorante azul brillante Coomaisse
con las proteinas. Cuando se produce la unién la absorbancia maxima cambia de 465 nm
a 595 nm, lo que conlleva un cambio de color de naranja a azul (Murphey et al., 1989).

o Polisacéaridos totales: a la muestra se le aflade acido sulfarico, en su presencia los
polisacaridos se degradan y forman complejos coloreados con fenol que se miden en el
espectrofotbmetro a 485 nm (Lindner y Shomer, 1984).

e Caracteristicas cromaticas segun Glories: en vinos tintos las caracteristicas crométicas
se deducen de su espectro de absorcion cuyo minimo es 420 nm y maximo a 520 nm,
permitiendo definir su intensidad colorante y su tonalidad (Garcia, 1990).

4.3. Andlisis de datos

Para la interpretacion estadistica de los resultados obtenidos a partir de los analisis
fisicoquimicos, se ha realizado un analisis de componentes principales (ACP) y una comparacién
de los datos mediante andlisis de varianza unidireccional (ANOVA) con Least Significative
Difference (LSD) que tiene el 95% de significacion con el programa Statgraphics Centurion XVIII
(Statpoint Technologies, Inc., Warrenton, USA), combinando linealmente los diferentes
parametros descritos con anterioridad a partir del calculo del valor medio y la desviacion estandar
de cada una de las repeticiones realizadas en el analisis fisicoquimico.

5. Resultados y discusién

En las tablas a continuacion (tablas 2, 3 y 4) se presentan los valores medios y la desviacion
estandar de los parametros fisicoquimicos analizados en cada vino experimental una vez
concluido el proceso de elaboracion de vino tinto espumoso tras el deguelle.
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Tabla 2: Composicion fisicoquimica de los vinos espumosos tintos experimentales. Acidez total
(AT), pH, grado alcohdlico (GA), acidez volatil (AV), indice de polifenoles totales (IPT), control
(CTRL), tratamiento US 30% (30%), tratamiento US 60% (60%), tratamiento US 90% (90%),
tratamiento US + BG (30% BG), crianza de lias con Saccharomyces cerevisiae (SCTTO), crianza
con lias de SC + BG (SCBG), lias propias (LIAS). Las letras (a,b,c,d,e) son indicadores de
diferencias significativas (p<0,05) de acuerdo con el estudio de ANOVA.

Muestra AT pH GA AV IPT
g/L %vol. g/L
Ac. Ac.
tartarico acético

CTRL 5,1+0,10b 3,45+0,03a 12,0+0,17ab 0,57+0a 41,01+0,40a
30% 4.8 £0,03a 3,43+0,02a 12,1+0,14ab 0,54+0a 37,82+0,10a
30%BG 4,7 +0,03a 3,39+0,01a 12,1£0,42a 0,66+0a 37,68+0,12a
90% 5,0 £0,10b 3,44+0,02a 12,05+0,07ab 0,59+0ab 40,68+0,01a
60% 4,7 £0,03a 3,39+0,01a 12,1+0,21ab 0,67+0b 37,82+0,10a
SCTTO 5,1+0,10b 3,45+0a 12,2+0,10b 0,53+0a 40,81+0,05a
SC BG 5,1+0,07b 3,39+0,01a 12,2+0,10b 0,55+0a 38,36+0,51a
LiAS 5,1+0,14b 3,58+0,01b 12,1+0,42ab 0,59+0ab 39,48+2,10a
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Tabla 3: Composicion fisicoquimica de los vinos espumosos tintos experimentales. Tonalidad (TON), antocianos (ANT), polisacaridos
totales (PS), nitrégeno facilmente asimilable (NFA), control (CTRL), tratamiento US 30% (30%), tratamiento US 60% (60%), tratamiento
US 90% (90%), tratamiento US + BG (30% BG), crianza de lias con Saccharomyces cerevisiae (SCTTO), crianza con lias + BG
(SCBG), lias propias (LIAS). Las letras (a,b,c,d,e) son indicaciones de grupos homogéneos entre las diferentes muestras.

Muestra INT TON ANT PS NFA
mg/L g/L mg/L
CTRL 1,13+0,02a 0,68+0,01b 82+1,23a 0,23+0ab 78+0cd
30% 1,16+0,12a 0,704£0,01b 69+0a 0,20+0a 5610,03a
30%BG 1,16+0,05a 0,6940,02b 65+0a 0,41+0de 80+0,21b
60% 1,16+0,12a 0,69+0b 65+0a 0,3940,01cd 80+0,03c
90% 1,24 +0,08a 0,68+0b 6610 a 0,54+0e 90+0e
SC BG 1,22+0,01a 0,69+0b 7110,3a 0,32+0abc 71£0bc
SC S/TTO 1,17+0,11a 0,61+0,052 74+0a 0,34+0bc 64+0b
LIAS 1,16x0,01a 0,71+0,03b 87+1,5° 0,49+0de 71x0bc

Castafieda Horta, Ana Sofia
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA)
Grado en Enologia
Pagina 11 de 26



Influencia de la crianza del vino base sobre lias tratadas con ultrasonidos, en vinos espumosos tintos.

Tabla 4: Composicion fisicoquimica de los vinos espumosos tintos experimentales. Taninos (TAN), intensidad colorante (I.C.) acidos
hidroxicinamicos (AH), flavonoles (FL) y proteinas totales (PT), control (CTRL), tratamiento US 30% (30%), tratamiento US 60% (60%),
tratamiento US 90% (90%), tratamiento US + BG (30% BG), crianza de lias de Saccharomyces cerevisiae (SCTTO), crianza con lias
+ BG (SCBG), lias propias (LIAS). Las letras (a,b,c,d,e) son indicaciones de grupos homogéneos entre las diferentes muestras.

Muestra TAN IC AH FL PT

g/L g/L
CTRL 2,05t£0ab 9,65+0,23ab 19,31£0bc 6,36+x0ab 0,47+0,04a
30% 1,620,012 9,6+0,03ab 18,9510,07b 6,30+0,01ab 0,48+0,04a
30%BG 1,75+0,02ab 8,1+0,35ab 17,64+0b 5,61+0ab 0,47+0,05a
60% 1,75t0a 8,1+0,11a 17,73+0a 5,65+0a 0,47+0,01a
90% 2,11 +0ab 9,84£0,21ab 21,61+0d 8,01£0,01c 0,4610,03a
SC BG 2,44+0,02b 10,08+0,14ab 19,12+0b 6,32+0ab 0,47+0,02a
SC S/TTO 1,85+0,01ab 9,8+0,26b 19,8+0bc 6,75+0b 0,43+0,06a
LIAS 1,89+0,02ab 9,31£0,05ab 20,31+0,14c 6,73+0b 0,4810,06a
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5.1.Caracteristicas fisicoquimicas generales

En nuestro estudio (tabla 2) observamos diferentes grupos homogéneos de acidez total y pH, lo
que indica que hubo cambios significativos en estos parametros. En previos estudios realizados
por Navarro, (2022) donde se analizaron los parametros fisicoquimicos del vino base, no se
muestran cambios significativos. Nuestros resultados indican que la muestra tratada con lias
propias contiene el valor de pH mas alto frente a la muestra control, esto se puede deber a que,
en la elaboracion del vino espumoso tinto, se originan una variedad de distintos cambios
quimicos, ya sea por la segunda fermentacion, la crianza sobre lias o la misma complejidad de
su composicion, estos cambios afectan a la composicién de los vinos espumosos tintos (Sartor
et al., 2019). Comparando con la tabla de composicion fisicoquimica de los vinos base (Anexo
1), podemos observar que ha habido un aumento del pH y una disminucién en la acidez total en
el vino espumoso, esto se puede deber a los distintos cambios quimicos que se producen en la
segunda fermentacion (Navarro, 2022). La disminucion de acidez total podria deberse al
consumo de acidos por las levaduras, principalmente de acido malico y piruvico, también, a la
precipitacion de hidrogenotartrato de potasio a partir de acido tartarico (Ribéreau-Gayon et al.,
2003).

En cuanto a la acidez volatil (AV) se encuentran diferencias significativas, siendo la muestra
tratada con ultrasonidos y beta-glucanasa (30%BG) la que presenta las concentraciones mas
altas de acido acético. Nuestros resultados no coinciden con los de Pérez-Magarifio et al. (2019)
quienes afirman que en su estudio de vino tinto espumoso con variedad Tempranillo, la muestra
que no contenia lias mostré un aumento en contenido de (AV). Esto se puede deber a la
diferencia de tratamientos entre los dos estudios y las diferentes muestras, también la
manipulacién de las lias propias pudo repercutir en este parametro. Por otro lado, Rodriguez-
Nogales et al. (2012) encontraron un aumento de acidez volatil en todas las muestras, después
de 9 meses de crianza que se realiz6 posterior a la segunda fermentacién de vino espumoso
elaborado con la variedad Verdejo; los resultados de las muestras que fueron tratadas con beta-
glucanasas (0.48-0.50, 0.55-0.60 y 0.58-0.61 g/l de acido acético) lo que podria explicar
nuestros resultados. En el Anexo 1 se aprecia el aumento de volatil entre el vino base y el vino
espumoso tinto, esto podria deberse a que la presencia de heteropolisacaridos durante la
fermentacion alcohdlica favorece el metabolismo glicero-pirdvico por las levaduras, y esto causa
una mayor produccion de acido acético (Hidalgo-Togores, 2011).

Podemos observar diferencias significativas respecto al grado alcohdlico. Zeng et al. (2008)
obtuvieron resultados en un estudio de campos eléctricos aplicados directamente al vino para un
envejecimiento mas rapido y no encontraron diferencias significativas. Estas diferencias podrian
estar relacionadas a las aplicaciones a diferentes frecuencias de ultrasonidos (20 kHz, 40 kHz,
60 kHz) y la duracion del tratamiento (Chang, 2005; Chang y Chen, 2002b; Cui et al., 2012;
Singleton y Draper, 1963), por lo tanto, los efectos de los ultrasonidos en el parametro de grado
alcohdlico no son concluyentes Por otro lado, comparando el grado alcohdlico con el estudio
previo de Navarro, (2022) ,donde se elaboré el vino base y no mostré diferencias significativas
en este parametro, podemos observar las diferencias de grado alcohdlico frente al vino
espumoso tinto y podemos decir que estas diferencias de aumento de grado alcohdlico se
pueden deber a que esta relacionado al contenido de azucar durante la segunda fermentacion
(Martinez-Rodriguez y Polo, 2000). Como hemos mencionado antes, diferentes factores afectan
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a su composicion quimica (Sartor et al., 2019). En el Anexo 1 podemos observar el aumento de
grado alcohdlico que presenta el vino espumoso en relacién al vino base, este aumento se debe
a la crianza sobre lias durante 9 meses después de la segunda fermentacién (Ubeda et al., 2019).

5.2.Compuestos fendlicos

Las lias se consideran fuente de compuestos fendlicos, estos son retenidos tanto en las paredes
celulares de la levadura como por las paredes celulares de la piel y la pulpa de la uva. La pared
celular de Saccharomyces cerevisiae esta formada por manoproteinas unidas a oligosacaridos,
que quedan expuestas al exterior de la célula (Larue et al., 1984; Morata et al., 2003; Vasserot
et al, 1997). Los compuestos fendlicos son elementos clave que estan relacionados
directamente con la calidad de los vinos (Hernandez et al., 2006). La concentracion total de
compuestos fendlicos generalmente decae conforme pasa el tiempo, y depende de diferentes
factores tales como la variedad utilizada en el proceso de elaboracion del vino (Garcia Martin y
Sun, 2013).

La concentracién de antocianos (Tabla 3) no presenta diferencias significativas, pero si se
aprecian ligeras diferencias entre las concentraciones de las muestras con tratamiento de
ultrasonidos (30%, 60%, 90% y 30%BG) respecto a las demas. Nuestros resultados coinciden
con los del estudio de Blanco-Huerta et al. (2023), donde tampoco encontraron diferencias
significativas en vinos con crianza sobre lias asistida con ultrasonidos, sin embargo, la muestra
que mas se caracterizé por este parametro fue una con tratamiento de ultrasonido de amplitud
del 90%, la similitud entre nuestro estudio y el de estos autores concuerda con nuestros
resultados, que podria explicarse por la disminucién de la adsorcién de estos compuestos al
modificarse la pared celular de las levaduras en crianza sobre lias asistidas con ultrasonidos
(del Fresno et al., 2019).

En la Tabla 4 se pueden apreciar algunas diferencias en la intensidad de color (IC). De acuerdo
con otros autores como Ruipérez et al., (2022) que estudiaron el impacto de (-glucanasas y
derivados de levadura en la composicién fisicoquimica en vinos espumosos blancos de la
variedad verdejo, no mostraron diferencias significativas; tampoco en un estudio sobre los
efectos de las cepas de Saccharomyces en la calidad de los vinos tintos con crianza sobre lias
(Loira et al., 2013). En cambio, se observé un incremento de la intensidad de color cuando se
analizaron los efectos de la crianza sobre lias con tratamiento de ultrasonidos, lo que podria
explicar que el tratamiento aplicado al vino base ha afectado a las muestras 90% y 30% (Kulkarni
et al., 2015). Sin embargo, nuestras muestras con mas intensidad de color son las que no tienen
tratamiento de ultrasonidos, estas diferencias se pueden deber a que, en los vinos espumosos,
la intensidad de color tiende a disminuir después de la segunda fermentacion, esto se debe a la
adsorcion de polifenoles a la pared celular de la levadura, estos compuestos fendlicos precipitan
y evitan su propia oxidacion (Del Barrio-Galan et al., 2011; Marquez et al., 2009)

Los taninos se consideran indicadores de calidad en los vinos tintos, se caracterizan por ser
condensados o hidrolizables, se encuentran presentes en el tejido vegetal de la vid y de otras
especies vegetales que son importantes para la pigmentacion (Smith et al., 2015). La evolucién
de los taninos en el vino espumoso final depende de las diferentes reacciones que ocurren
durante las diferentes etapas de elaboracion (Smith et al., 2015).
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En los analisis de concentracion de taninos se aprecian diferencias significativas entre ellos, se
podria decir que los vinos experimentales que provienen de un vino base con crianza sobre lias
tratadas con ultrasonidos, tienen una cantidad ligeramente menor a los vinos que no provienen
de muestras con tratamiento de ultrasonido, a excepcion de 90% donde si se aprecia un
aumento. En otro estudio se encontré que cuando se realiza la aplicacién en contacto con aire y
oxigeno del tratamiento de ultrasonidos se produce una ligera disminucion de la concentracion
de taninos, lo que podria explicar esta diferencia de concentracién en nuestro estudio (Garcia
Martin y Sun, 2013). La pared celular de las levaduras juega un papel importante en la adsorcion
de polifenoles como los taninos (Mekoue Nguela, Sieczkowski, et al., 2015; Mekoue Nguela,
Vernhet, et al., 2015), esto podria explicar por qué ha habido una disminucion de taninos en las
respectivas muestras con tratamiento de ultrasonidos (30%,30%BG y 60%) frente a la muestra
control.

Se encontraron diferencias significativas en lo que respecta a la tonalidad, las muestras con
tratamiento de ultrasonidos tienen valores mayores respecto a las demas con excepcion de lias
propias. De acuerdo con otros autores, afirman que este parametro aumenta en muestras de
vino con tratamiento de ultrasonidos (del Fresno et al.,, 2018), aunque los tratamientos son
diferentes, su estudio podria explicar nuestros resultados de las muestras 30%,30%BG,60% y
90%.

Los flavonoides mas comunes en la composiciéon de los vinos son flavan-3-oles, antocianinas y
flavonoles (Jackson, 1994). Sus efectos de copigmentacién son los mas importantes para los
vinos tintos (Boulton, 2001; Gordillo et al., 2012). Son estabilizadores del color en cantidad y
calidad por las reacciones de copigmentacion por asociacion molecular entre glucésidos de
antocianina, ciertos acidos fendlicos como los acidos hidroxicinamicos y derivados de flavonoles,
entre otros; estas causan que los pigmentos muestren un mejor color y mejoran su preservacion
a largo plazo (Boulton, 2001; Cheynier et al., 2006).

En la tabla 4, podemos observar diferencias significativas y que la concentracién mas alta de
flavonoles la contiene la muestra 90%, las muestras 30%, 30%BG y 60% presentan una
concentracion mas baja respecto a la muestra control. Los flavonoles generalmente constituyen
el 85% del contenido fendlico total (=1 g/L) en vinos tintos. Garcia Martin y Sun, (2013) afirman
gue no se ha reportado informacién en como estos compuestos son afectados por el tratamiento
de ultrasonidos y que sus efectos no son concluyentes. Sin embargo, (Rodriguez-Nogales et al.,
2012) observd una disminucién en los flavonoles de vinos espumosos blancos tratados con
coadyuvantes, esta disminucion puede deberse a la formacion de un complejo coloidal
manoproteina-polifenol (Guadalupe et al., 2007).

Por otro lado, autores como Sartor et al. (2019) en un estudio de crianza sobre lias después de
la segunda fermentacién, encontraron que la concentracién de algunos acidos hidroxicinamicos
decrecia, se mostré una disminucion de estos acidos entre los 9 y 12 meses durante la crianza
sobre lias. En nuestro estudio también encontramos a las muestras 30%, 30%BG y 60% con
contenido menor de acidos hidroxicinamicos frente a la muestra control (Tabla 4), aunque el
tiempo de crianza es mayor en este estudio con relacion al nuestro, estos cambios podrian
deberse a las reacciones de hidrélisis de las formas esterificadas de estos compuestos
hidroxicinamicos libres, o a la participacion de sus formas libres en reacciones de polimerizacion
con antocianinas, dando lugar a la formacién de piranoantocianinas. (Garrido y Borges, 2013;
Marquez et al., 2013).
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5.3 Polisacaridos

El componente que se libera en mayor cantidad durante la autdlisis de las levaduras son los
polisacaridos, concretamente las manoproteinas son los componentes mayoritarios de los
polisacaridos extracelulares en levaduras (Fornairon-Bonnefond et al., 2002). Autores como
Pérez-Serradilla y de Castro, (2008) afirman que la produccion y liberacion de una fraccion de
polisacaridos depende de la cepa de levadura. Las manoproteinas liberadas durante la crianza
del vino es un fenédmeno progresivo y lineal; el contacto del vino con las lias no es suficiente para
liberarlas (Doco et al., 2003).

Como podemos observar en la Tabla 3, se encuentran diferencias entre las distintas muestras.
30%BG y 90% tienen una concentracion de polisacaridos mayor respecto a las demas, pero no
con respecto a lias, y podemos decir que hay una diferencia significativa. En estudios donde
fueron elaborados vinos espumosos con diferentes adyuvantes anadidos como B-glucanasas, se
encontré que la muestra tratada contiene una concentracion mayor de polisacaridos respecto a
un vino control (Ruipérez et al., 2022). Otros autores también reportaron que la adicién de (-
glucanasas en vinos espumosos aumentan los niveles de polisacaridos (Rodriguez-Nogales et
al., 2012). Estos dos estudios sostienen nuestros resultados de las muestras 30%BG y SCBG
frente a la muestra control. Por otro lado, Fresno et al., (2018) encontré que las muestras con
tratamiento de ultrasonidos después de 135 dias de crianza sobre lias tienen mayor
concentraciéon de polisacaridos frente a una muestra control. Lo que explica los resultados de
nuestras muestras que fueron tratadas con US, 30%BG y 90%.

Las B-glucanasas son enzimas hidroliticas que degradan los B-glucanos, que son uno de los
mayores componentes de la pared celular de las levaduras Saccharomyces cerevisiae, estos
preparados de enzimas se utilizan para acelerar la liberacion de compuestos como los
polisacaridos y las manoproteinas durante la crianza sobre lias (Palomero et al., 2007), esto
podria explicar nuestros resultados de nuestras muestras tratadas con ultrasonidos que parecen
ejercer un efecto similar.

5.4 Nitrégeno facilmente asimilable y proteinas totales

El nitrégeno juega un papel importante en la elaboracion de vinos espumosos, sobre todo ayuda
a las levaduras Saccharomyces cerevisiae a sobrevivir las condiciones adversas del medio en el
que se encuentran (Martinez-Moreno et al., 2012), tales como alto contenido de etanol (10%-
12% v/v), un pH bajo (2,9-3,2), temperaturas bajas (10-15°C) y una acidez total de (5-7 g/L de
H,SO,) (Ganss et al., 2011). La cantidad de nitrégeno que existe en el mosto de uva y la cantidad
de nitrégeno que es consumido durante la primera fermentacion, influyen de manera estricta en
la cantidad de nitrégeno del vino base (Marti-Raga et al., 2016).

En un estudio de Martinez-Garcia et al., (2017) se observd que el contenido de nitrégeno
facilmente asimilable decrece y vuelve a aumentar al final de la segunda fermentacion, esto se
puede explicar con el consumo de aminoacidos libres de las levaduras. Durante este proceso,
se restituye una gran parte de estos compuestos como respuesta fisioldgica a falta de nutrientes,
esto hace que aumenten los valores de nitrogeno facilmente asimilable en el vino (Alexandre y
Guilloux-Benatier, 2006; Martinez-Rodriguez y Polo, 2000). En nuestro trabajo podemos
encontrar diferencias en cuanto al contenido de NFA; se observan concentraciones mas elevadas
en las muestras 30%BG, 60%, 90%. Y en el Anexo 1 observamos las diferencias de nitrégeno
facilmente asimilable entre el vino base y el vino espumoso (Navarro, 2022).
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Garcia Martin et al. (2013) concluyé que la aplicacion de ultrasonidos a las lias produjo un
aumento exponencial de la concentracion de proteinas totales al inicio del tratamiento, sin
embargo, fue seguido de una fase de decrecimiento y el previo aumento de esta no fue
significativo, lo que podria explicar nuestros resultados obtenidos de las muestras tratadas con
ultrasonidos frente a la muestra control.

5.5 Analisis de componentes principales

Una vez realizado el tratamiento de datos y observando los parametros con diferencias
estadisticamente significativas, se realizdé un analisis de componentes principales (ACP), con el
objetivo de caracterizar los diferentes tratamientos realizados en funcion de los distintos
parametros fisicoquimicos en los que se hallaron diferencias significativas en la prueba Least
Significative Difference (LSD) Anova con (p<0,05).

Tabla 5. Pesos de los Componentes

Componente 1 Componente 2

AT 0,439433 0,01061

pH 0,181421 0,153914
GA 0,194677 -0,297654
AV -0,270649 0,362294
TON -0,257378 0,377479

PS 0,18087 0,39841
NFA 0,146333 0,419108
TAN 0,22819 0,153414

En la Figura 3, se muestran las distribuciones de los vinos espumosos, asi como los parametros
fisicoquimicos. La componente principal 1 (CP1) muestra el 32,61% de la variabilidad de los
datos, y se encuentra correlacionada positivamente con los parametros de acidez total, pH, grado
alcohdlico, polisacaridos totales, concentracion de taninos, y correlacionado negativamente con
los parametros de acidez volatil y tonalidad (Tabla 5).
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Por otro lado, el componente principal 2 (CP2) muestra el 26,26% de la variabilidad de los datos
y se encuentra correlacionado positivamente con los parametros de acidez total, pH, acidez
volatil, tonalidad, polisacaridos totales, NFA y concentracion de taninos; y negativamente con el
parametro de grado alcohdlico (Tabla 5).
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Figura 3. Bigrafica de Analisis de Componentes Principales (ACP). Representacion de las
muestras y de los parametros fisicoquimicos que mostraron diferencias significativas en el
analisis de ANOVA, en funcién de Componentes Principales 1 (CP1) y Componentes Principales

En primer lugar, en la zona delimitada por los valores negativos para CP1, encontramos las
muestras 30%, 30%BG y 60% siendo caracterizadas por los parametros fisicoquimicos de
tonalidad y acidez volatil. Comprobando las tablas 2 y 3 podemos observar que son las muestras
con los valores mas altos en estos parametros y estos resultados coinciden con el analisis de
ANOVA, con Rodriguez-Nogales et al. (2012) y del Fresno et al. (2018). Sin embargo, nuestro
estudio busca mitigar los problemas que conlleva elaborar un vino espumoso tinto y no nos
interesa encontrar un aumento en estos parametros, ya que un aumento de acidez volatil, por
ejemplo, afecta negativamente a la calidad del vino.

Encontramos al segundo grupo englobando la muestra control y SCBG, las cuales no estan
siendo caracterizadas por ningun parametro. Aunque visualmente apreciemos a la muestra CTRL
y SCBG en diferentes puntos con respecto al grado alcohdlico, en la Tabla 2 podemos apreciar
qgue no hay diferencias en este parametro entre las dos muestras. Esto pone de manifiesto que
los demas tratamientos realizados si han influido en los parametros analizados.
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En la zona delimitada por los valores positivos para CP1 y negativos para CP2 encontramos el
tercer grupo donde la muestra SC S/TTO esta siendo caracterizada por los parametros de grado
alcohdlico e intensidad colorante. Si comprobamos la tabla 1y 2, se puede ver que los resultados
coinciden con el analisis ANOVA ya que fueron las muestras que presentaron mayores valores
en los parametros anteriormente citados. Esto concuerda con los datos obtenidos de grado
alcohdlico de Navarro, (2022) y Ubeda et al. (2019), e intensidad de color (Del Barrio-Galan et
al., 2011; Marquez et al., 2009).

En la zona de valores positivos para ambos componentes encontramos por un lado a la muestra
90% que se vio caracterizada por acidez total, flavonoles, acidos hidroxicinamicos y antocianos,
estos tres ultimos conforman una parte importante de la composicion polifenélica de los vinos
tintos. Visualizando las tablas 3 y 4, podemos comprobar que estos vinos presentan los mayores
valores en estos parametros. Nuestros resultados concuerdan respectivamente con Ribéreau-
Gayon et al. (2003), Garcia Martin y Sun, (2013),Sartor et al. (2019),Blanco-Huerta et al. (2023).
Analizando estadisticamente la Figura 3, y comparandola con el estudio de ANOVA, podemos
decir que el tratamiento con la amplitud de 90% de ultrasonidos, favorecié positivamente al vino
espumoso tinto, ya que los parametros fisicoquimicos por los que es caracterizada, acidez total,
flavonoles, acidos hidroxicinamicos y antocianos, conforman una parte importante de la
composicion polifendlica de los vinos tintos.

Por otro lado, en la misma zona se encuentra la muestra tratada con lias propias que se
caracteriza por mayores valores en la concentracion de polisacaridos y NFA, lo que concuerda
con los resultados mencionados en el apartado anterior de Navarro, (2022), que analizo los
parametros fisicoquimicos de los vinos tintos espumosos. Estos parametros fisicoquimicos
también se consideran importantes desde el punto de vista sensorial y de estabilidad de los vinos
espumoso tintos, ya que las manoproteinas, son los componentes mayoritarios de los
polisacaridos extracelulares en levaduras (Fornairon-Bonnefond et al., 2002).

6. Conclusiones

La aplicacion de tratamiento de ultrasonidos a las lias de vinos base que a su vez realizan una
crianza sobre lias y la adicidon de beta-glucanasas pueden ser una herramienta util para la
elaboracion de vinos espumosos tintos, ya que aceleran el proceso de autdlisis de las levaduras.

Con este analisis de datos podemos decir que las amplitudes de onda al 30%, 60% vy la
combinacion de ultrasonidos + beta-glucanasas (30%BG) no han sido suficientes para conseguir
los mejores resultados, por otro lado, se consiguieron mejores resultados al aplicar el tratamiento
de ultrasonidos a una amplitud de onda del 90%.

El tratamiento al 90% de amplitud, ha favorecido la ruptura de la pared celular. Sin embargo, la
adicion de beta-glucanasas sin tratamiento de ultrasonidos, y con tratamiento al 30% de amplitud,
no ha sido suficiente para mejorar significativamente la composicion del vino, posiblemente, un
tratamiento de ultrasonidos a una amplitud de onda mayor o igual que 90%, asistido de una
adicion de beta-glucanasas hubiese mostrado resultados mas favorables.

Sin embargo, es necesario realizar mas estudios sobre la influencia de aplicacion de tratamiento
de ultrasonidos y la adicion de beta- glucanasas en la elaboracion de vinos tintos espumosos.
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Anexos

Anexo 1. Tabla de composicion quimica de los vinos base experimentales (Navarro, 2022).

. Tratamiento de Tratamiento de Tratamiento de

Control sin lias (s:gntrol con lias US 30% durante US 60% durante | US 90% durante
Parametros 10 min 10 min 10 min

(v sC 30% 60% 90%
Acidez total (g/L) | AT 53+0,0 53+01 53+0,2 53+0,1 5501
pH pH 3,39+£0,04 3,50+0,08 3,37 £0,26 3,35+0,37 3,37 £0,03
Grado alcohdlico
(%, VIV) GA 11,4+03 11,4+0,0 11,56+£0,0 11,4+0,0 11,4+0,2
g;;gez volatil | Av  |044:006 0,42 £ 0,04 0,43 £0,05 0,47 +0,05 0,50 £ 0,03
Antocianos
(mglL) ANT 190 + 44 195 £ 52 176 £ 69 138 £ 19 197 + 61
Polisacaridos
neutros (g/L) PN 2,64 +0,33 2,11+0,51 2,18 +0,39 2,03+0,06 2,46 +0,43
Proteinas
solubles (g/L) PS 0,40 + 0,04 0,39 + 0,02 0,35+0,02 0,35+ 0,02 0,38 +0,02
Nitrégeno
facilmente NFA 92+5 96 +4 93+4 96 + 10 1007
asimilable (mg/L)
Taninos (g/L) TAN 2,00+0,26 2,23+0,56 229+0,58 1,70+£0,15 1,89 +0,27

Anexo 2. Tabla de composicion quimica de los vinos base experimentales (Navarro, 2022).

Tratamiento de

Tratamiento de

Tratamiento de

Control sin lias | SoM"! €1 112 | s 309, qurante | US 60% US 90%
Parametros 10 min durante 10 min | durante 10 min
c SC 30% 60% 90%
% Amarillo %Am 30,06 £ 0,33 30,05 £ 0,35 30,04 £ 0,21 30,29 + 0,08 30,05 +0,34
% Rojo %R 54,31 £ 0,65 54,42 + 0,60 54,60 + 0,84 53,92 £ 0,20 54,77 £ 1,22
% Azul %Az 15,63 £ 0,32 15,53 £ 0,26 15,36 + 0,63 15,79+0,12 15,18 £ 0,88
Intensidad colorante |IC 0,55 +1,43 0,55+ 1,39 0,55+ 2,58 0,56 +0,17 055+2,78
Tonalidad TON 12,30 £ 0,01 12,64 £ 0,01 12,33 £ 0,01 10,96 + 0,00 12,60 £ 0,02
indice de polifenoles
totales (280 nm) IPT 7+0 7+1 7+1 6+0 7+1
Acidos
hidroxicinamicos AHC 20,55+1.41 21,5+19 208+1,1 22126 211+22
(280 nm)
Flavonoles (280 nm) | Flav 6,88 +0,53 713+0,74 6,93 £ 0,53 7,40+ 1,20 7,05+1,06
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