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1. Abreviaturas

FA: Fermentacion alcohdlica
NS: No-Saccharomyces

S: Saccharomyces

TD: Torulaspora delbruecki

MP: Metchnikowia pulcherrima
LT: Lachancea thermotolerans
FML: Fermentacion malolactica
LP: Lias propias

NFA: Nitrégeno facilmente asimilable
AT: Acidez total

AV: Acidez volatil

IPT: indice de polifenoles totales

AHC: Acidos hidroxicinamicos



2. Resumen y palabras clave

El cambio climatico esta afectando a las caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas
de los vinos espumosos, obteniendo vinos con mayor grado alcohdlico y menor acidez,
entre otras modificaciones. En la actualidad estan surgiendo diferentes técnicas para
paliar estos efectos, como la crianza de los vinos sobre lias, la cual de manera tradicional
se ha realizado sobre cepas Saccharomyces. En nuestro estudio se realizaron 3
vinificaciones diferentes con coinoculacion de cepas Saccharomyces y no-
Saccharomyces (NS) para elaborar el vino base (vinificacién 1), adicion de levaduras
inactivas NS en el vino base (vinificacion 2) o adicion de levaduras inactivas NS en el
licor de tiraje (vinificacion 3). El objetivo del trabajo consiste en valorar las diferencias
fisicoquimicas en los vinos espumosos finales obtenidos en los tres procesos de
vinificacion, de tal forma que encontremos resultados concluyentes que ayuden a
resolver los problemas asociados al cambio climatico. Los resultados indicaron
diferencias entre las tres vinificaciones, encontrando los vinos espumosos con levaduras
inactivas NS en el licor de tiraje (vinificacion 3) con menor grado alcohdlico y
astringencia, siendo los vinos procedentes de la crianza con levaduras inactivas NS
(vinificacién 2) los que mayor contenido polifendlico presentaron, mientras que los vinos
procedentes de la vinificacion 1 mostraron caracteristicas fisicoquimicas dispares.

Palabras clave: Saccharomyces, no—Saccharomyces, crianza sobre lias, vinos
espumosos, cambio climatico.

3. Abstract and keywords

Climate change is affecting the organoleptic and physicochemical characteristics of
sparkling wines, resulting in wines with higher alcohol content and lower acidity, among
other changes. Currently, various techniques are emerging to mitigate these effects,
such as aging wines on lees, which has traditionally been done using Saccharomyces
strains. In our study, three different vinifications were conducted: co-inoculation of
Saccharomyces and non-Saccharomyces (NS) strains to produce the base wine
(vinification 1), addition of inactive NS yeasts in the base wine (vinification 2), and
addition of inactive NS yeasts in the tirage liqueur (vinification 3). The aim of the study is
to evaluate the physicochemical differences in the final sparkling wines obtained from
the three vinification processes, to find conclusive results that help address the problems
associated with climate change. The results indicated differences among the three
vinifications, with sparkling wines containing inactive NS yeasts in the tirage liqueur
(vinification 3) showing lower alcohol content and astringency, while the wines aged on
inactive NS yeasts (vinification 2) had the highest polyphenolic content. The wines from
vinification 1 exhibited varied physicochemical characteristics.

Keywords: Saccharomyces, non-Saccharomyces, aging on lees, sparkling wines,
climate change.



4. Introduccion

En la actualidad, el cambio climatico esta afectando a las caracteristicas fisicoquimicas
y organolépticas de los vinos tintos tranquilos y espumosos. De manera generalizada,
se esta produciendo un adelanto de la vendimia, con un exceso de maduracion de las
uvas, lo que provoca una produccion de mosto con un elevado grado alcohdlico
potencial, pH mas elevados, menor acidez y carencias nutricionales, alterando también
caracteristicas organolépticas como el aumento de astringencia (Sancho, 2022). En
relacion con el efecto que el cambio climatico esta provocando sobre los vinos tintos
espumosos Y tranquilos, se ha observado un cambio en el color, principalmente en el
nivel de antocianos y de proantocianinas, las cuales también influyen en el sabor,
aumentando la astringencia. Ademas, se ha detectado modificaciones en el contenido
de polisacaridos debido a la rapida maduracién de la uva (Royo, 2015).

Una de las técnicas empleadas para paliar los efectos del cambio climatico sobre los
vinos consiste en la crianza sobre lias. Estas lias estan formadas por células muertas
producidas durante la fermentacién alcohdlica (FA) mezcladas con cristales de
bitartrato, bacterias y residuos de células vegetales (Royo, 2015). Estas se generan por
medio de un proceso de autodegradacion enzimatica denominado autolisis, producida
cuando la levadura muere, en el que se degradan las membranas y paredes celulares
liberando al medio enzimas hidroliticas junto con biopolimeros celulares. En primer
lugar, los glucanos de la pared celular se hidrolizan por las enzimas (-glucanasas
endogenas liberando manoproteinas atrapadas, después los glucanos se liberan debido
a la actividad residual de las B-glucanasas y finalmente la fraccién proteica de las
manoproteinas se degrada por proteasas enddégenas (Babayan y col., 1985).

En los vinos espumosos el proceso de autolisis da lugar a un aumento en la liberacién
de aminoacidos proveniente de la degradacién de los péptidos durante la fermentacién
en botella y la crianza sobre lias. Ademas, la actividad B-glucanasa y proteasa da lugar
a una gran liberacion de polisacaridos durante el proceso de autolisis. También se
produce un aumento en la liberacion de acidos grasos, cuya presencia en los vinos
espumosos es de gran importancia ya que aportan caracteristicas aromaticas y
contribuyen junto con los polisacaridos y proteinas a la estabilidad de la espuma. En
cuanto a los acidos nucleicos liberados, se ha observado que la degradacion del ADN
en el proceso de autolisis depende en gran medida de la cepa de levadura utilizada. Por
ultimo, la liberacion de compuestos volatiles durante el proceso de autolisis se basa,
principalmente, en ésteres, alcoholes terpénicos, aldehidos y alcoholes superiores.
Todos estos compuestos liberados durante la autolisis y el posterior envejecimiento del
vino sobre estas lias le otorgan unas caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas
unicas y especificas en las que influye de manera determinante la cepa de levadura
utilizada (Alexandre & Guilloux-Benatier, 2006; Del Barrio-Galan, Medel-Maraboli, et

al., 2015)

Ademas, la crianza sobre lias genera un efecto reductor junto con la liberacion de
sustancias antioxidantes, como el glutatién procedente de las paredes celulares, las
cuales protegen los compuestos aromaticos preservando la frescura y el aroma afrutado
incluso durante largos periodos de envejecimiento (Gallardo-Chacoén et al., 2010).



Tradicionalmente, la crianza sobre lias se ha utilizado con el objetivo de mejorar el perfil
sensorial en los vinos blancos envejecidos en barrica, sin embargo, es una técnica que
se puede aplicar a vinos tintos mejorando la suavidad de los taninos como resultado de
la interaccion entre las manoproteinas y los polisacaridos de las paredes celulares con
los polifenoles del vino (Morata et al., 2018).

Una limitacion importante que encontramos en la crianza sobre lias es que se trata de
un proceso que puede durar desde unos pocos meses hasta afos, dependiendo del tipo
de uva, la cepa utilizada o las condiciones en las que se lleve a cabo. Debido a este
factor en los ultimos afios estan apareciendo técnicas novedosas con el objetivo de que
se reduzca el tiempo de liberacidon de los componentes durante el periodo de crianza
(Liu et al., 2016).

Dentro de estas técnicas encontramos el uso de las enzimas [B-glucanasas que
hidrolizan los B-glucanos de las paredes celulares rompiéndola y liberando los
polisacaridos (Palomero et al., 2007). El uso de altas presiones hidrostaticas destruye
las membranas favoreciendo la despolimerizacion (Santos et al., 2016) o la aplicacion
de altas presiones homogéneas a partir de 100 MPa modifica la estructura celular
provocando un aumento en la liberacion de acidos grasos vy etil ésteres (Comuzzo et al.,
2015).

Una de las técnicas que esta ofreciendo mejores resultados es el uso de ultrasonidos,
su aplicacion durante unos pocos minutos favorece la ruptura celular liberando
manoproteinas y polisacaridos, incluso se ha observado que la liberacion de
polisacaridos es de 2 a 4 veces superior en cepas de levaduras no-Saccharomyces (NS)
(Kulkarni et al., 2015). El uso de campos eléctricos pulsados también ha demostrado
acelerar el proceso de autolisis al igual que la microoxigenacion, la cual puede aumentar
la estabilidad del color en el vino al realizar la crianza sobre lias (Del Barrio-Galan et al.,
2011). Por ultimo, encontramos el uso de microondas que al igual que el resto de las
técnicas favorece la ruptura celular y la liberacion de polisacéaridos (Liu et al., 2016).

Otro gran problema que se encuentra en la crianza sobre lias en vinos tintos consiste
en la inestabilidad microbioldgica; esto se debe a que después de la fermentacion,
durante la maceracion con semillas y hollejos, las lias estan contaminadas con otras
levaduras diferentes a las que realizan la fermentacion, lo que puede provocar aromas
a reduccion. Para controlar esto se ha propuesto (Morata et al., 2018) la produccién
externa de biomasa formada por las levaduras que nos interesan para realizar la crianza
sobre lias, lo que eliminara la contaminacion microbiana, nos permitira utilizar levaduras
diferentes a Saccharomyces (S) y las cepas de levaduras se podran seleccionar en
funcion de su capacidad autolitica y su impacto sensorial en el vino (Martin et al., 2017;
Morata et al., 2018).

De manera tradicional, la crianza sobre lias en vinos tintos espumosos y tranquilos se
ha realizado a partir de cepas de levaduras S (Loira et al., 2013), sin embargo en los
ultimos anos estan surgiendo estudios en los que se utilizan diferentes cepas de
levaduras NS, como el llevado a cabo por Ivit & Kemp (2018), en el que se utilizaron
cepas de Torulaspora delbrueckii, Metschnikowia pulcherrima y Pichia kluyveri para
realizar la segunda fermentacion en botella y la crianza sobre lias en vinos espumosos
tintos con el objetivo de reducir el grado alcohdlico, la acidez volatil, aumentar el
contenido en glicerol o potenciar los aromas varietales. En este mismo estudio se
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observo que la capacidad para formar espuma es superior en los vinos elaborados con
cepas NS, mejorando su estabilidad debido a la mayor capacidad para liberar proteinas
y polisacaridos provenientes de la pared celular. Otros estudios mostraron que el uso de
cepas como T. delbrueckii para realizar la segunda fermentacion en botella y posterior
crianza de vinos tintos espumosos da lugar a un mayor contenido proteico en el vino
final tras el envejecimiento en lias (Tofalo et al., 2022). El estudio realizado por Palomero
et al. (2009) evidencid que el uso de cepas de Saccharomycodes ludwigii y
Schizosaccharomyces pombe durante la fermentacién y la crianza sobre lias dio lugar
a una liberacion entre 3 y 7 veces superior de polisacaridos que por medio de las cepas
de levaduras Saccharomyces cerevisiae.

Los aromas secundarios generados en la fermentacion por cepas de levaduras NS
incluyen alcoholes superiores, ésteres, aldehidos, fenoles volatiles y compuestos
sulfurosos que influyen en la percepcion sensorial de los vinos (lvit & Kemp, 2018).
Estos compuestos aportan aromas florales y frutales en las notas de cata, que junto con
los aromas de los acidos grasos de cadena corta mejoran la frescura y reducen la
neutralidad de los vinos en mayor medida que si se utilizan cepas convencionales de S
(Morata et al., 2020). El uso de cepas como Lachancea thermotolerans pueden
aumentar el contenido en acido lactico lo que mejora la percepcién sensorial de los vinos
con aromas frutales y citricos. La crianza sobre estas lias mejora la frescura modulando
la acidez, lo que también permite una mejoria en la proteccion del color al modificar el
pH junto con la formacién de piranoantocianinas y pigmentos poliméricos estables
(Morata et al., 2020).

Sin embargo, el uso de cepas de levaduras diferentes a las S también ha mostrado
efectos negativos en el vino espumoso, como el aumento de precursores de las aminas
biégenas como la histidina (lvit et al., 2018). Ademas, existen otros problemas al utilizar
este tipo de cepas como la dificultad de desarrollo en mostos que dispongan de una
microflora autéctona, junto con un efecto sensorial negativo en el vino (Morata et al.,
2020).

Este Trabajo de Fin de Master se encuentra en el marco de la Tesis Doctoral de D. Raul
Moyano “Uso de lias de levaduras no—Saccharomyces en la elaboracién de vinos
espumosos tintos”. Nuestro objetivo principal consiste en realizar un analisis del efecto
de la crianza del vino base (i) con lias procedentes de la FA con diferentes cepas NS, o
(i) con levaduras comerciales NS inactivas, y (iii) del uso de levaduras comerciales NS
inactivas aplicadas en el licor de tiraje sobre las caracteristicas fisicoquimicas de los
vinos tintos espumosos.

5. Material y métodos

5.1 Proceso de vinificacion

El proceso de vinificacion de los vinos espumosos se realizé por medio del método
tradicional o champenoise realizando una primera FA en depdsito para obtener un vino
base, junto con una segunda fermentacién y crianza sobre lias en botella. Para la
realizacion de la FA y la fermentacion malolactica (FML) se utilizaron levaduras y
bacterias procedentes de la casa comercial Lallemand Oenology (Barcelona, Espafia).
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Para la obtencién de los vinos base se utilizaron 500 kg de uva tinta de la variedad
Tempranillo de la localidad de Torquemada (Palencia) de la afiada 2022. La vendimia
despalillada y estrujada se sulfité con 30 mg/L de sulfuroso total en forma de
metabisulfito potasico. A continuacion, se describen los tres tipos de vinificaciones que
se realizaron por duplicado.

Vinificacién 1
Para la realizacion de la FAy la FML en los vinos base de la vinificacién 1, se separaron
tres lotes que diferian en el tipo de inoculacion empleada para desarrollar la FA:

- Lote 1: Inoculacién secuencial de Metschnikowia pulcherrima en una dosis de 25
g/Hly S. cerevisiae LALVIN 11188EC (20 g/HI) tras 24 horas. El vino espumoso
elaborado a partir de este lote corresponde con la codificacion 1 - MP.

- Lote 2: Inoculacion secuencial de Torulaspora delbrueckii en una dosis de 25
g/Hl'y S. cerevisiae (20 g/HI) tras 24 horas. El vino espumoso elaborado a partir
de este lote corresponde con la codificacion 1 - TD.

- Lote 3: Inoculacion secuencial de Lachancea thermotolerans en una dosis de 25
g/Hl'y S. cerevisiae (20 g/HI) tras 24h. El vino espumoso elaborado a partir de
este lote corresponde con la codificacion 1 - LT.

Inoculacion

—— 4 )
LOTE 1 M. pulcherrima |

+ S. cerevisae
~—— \_ /

1-MP
h CEE— . B ~
Vinificacion 1 LOTE 2 I. delbrueckii + 1-TD
S. cerevisae
— \_ )
1-LT

LOTE 3 L. thermotolerans
+ S. cerevisae

Esquema 1. Proceso de vinificacion 1: coinoculacion de S. cerevisiae con levaduras NS
para realizar la FA de los vinos base.

Para la realizacion del proceso de FML se inoculé en todos los vinos una cepa de
Oenococcus oeni BAL VP41 en una dosis de 1 g/HI. Tras finalizar esta, se realizé un
trasiego para permanecer con las lias finas.

Los vinos base, siguen una posterior crianza sobre las lias durante cinco meses con un
removido de las lias semanal.

La elaboracién de los vinos espumosos siguio el proceso champenoise por lo que se
realizo la adicion de la levadura S. cerevisiae LALVIN 11188EC en una dosis de 20 g/HI,
sacarosa a 24 g/l y bentonita Bengel (Agrovin, Ciudad Real, Espafia) a 20 g/HI para la
realizacion del tiraje en botella. A partir de aqui se realiz6 una crianza de 9 meses en
botella de forma horizontal. Pasado este tiempo se realizé el degtielle y como licor de
expedicion se adiciond el mismo vino espumoso.
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Vinificacién 2

Para el proceso de vinificacion 2 se utilizé el vino base elaborado del Lote 8 en el cual
la FA se realizé unicamente con S. cerevisiae. Se elaboraron otros 4 lotes mas, en los
que se utilizaran lias propias de un depdésito siempre lleno (Lote 4) o se afadiran

levaduras inactivas NS experimentales (Lallemand Oenology) (Lote 5-Lote 7), con un
proceso de crianza sobre lias durante cinco meses y un removido semanal de las lias:

- Lote 4: Se utilizaran lias propias de la FA con S. cerevisiae en una dosis de
25 g/HI. El vino elaborado a partir de este lote tendra la codificacion LP.

- Lote 5: Se anadieron levaduras inactivas de L. thermotolerans en una dosis
de 25 g/HI. El vino elaborado a partir de este lote tendra la codificacion 2 - LT.

- Lote 6: A este lote se afiadieron levaduras inactivas de M. pulcherrima en una
dosis de 25 g/HI. El vino elaborado a partir de este lote tendra la codificacion
2 - MP.

- Lote 7: En este lote se afiadio levaduras inactivas de T. delbrueckii en una
dosis de 25 g/HI. El vino elaborado a partir de este lote tendra la codificacion

Vinificaciéon 2

2 -TD.
Adicion en crianza
) ( )
LOTE 4 Lias propias Ji LP
— |\ —
) ( )
LOTE 5 L. thermotolerans 2-LT
— \_ —
\r— e ~N —_—
LOTE 6 M. pulcherrima 2-MP
—_— \_ J —_—
) 4 N\ )
LOTE 7 T. delbrueckii 2-TD
~— S y S —

Esquema 2. Proceso de vinificacion 2: crianza del vino base con lias de S. cerevisae y
levaduras inactivas NS.

La elaboracion de los vinos espumosos fue el mismo que el indicado en la vinificacion
1.
Vinificacién 3.
Por ultimo, a partir del vino base obtenido del lote 8 se preparan otros tres lotes mas a
partir de las levaduras inactivas NS de la vinificacidon 2, pero adicionadas en el licor de
tiraje:

- Lote 8: Siembra unica de S. cerevisiae LALVIN 11188EC en una dosis de 20

g/HI. El vino espumoso elaborado a partir de este lote se utilizara como
control y se corresponde con la codificacion C.
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- Lote 9: Se preparé a partir de levaduras inactivas de L. thermotolerans en
una dosis de 25 g/HI adicionada en el licor de tiraje. A partir de este lote se
elaboro el vino que se corresponde con la codificacion 3 - LT.

- Lote 10: Se preparo a partir de levaduras inactivas de M. pulcherrima en una
dosis de 25 g/HI afadida en el tiraje. A partir de este lote se elaboraron los
vinos con la codificacién 3 - MP.

- Lote 11: Se prepar6 a partir de levaduras inactivas de T. delbrueckii en una
dosis de 25 g/HI afadida en el tiraje. A partir de este lote se elaboraron los
vinos con la codificacién 3 - TD.

Adicion en tiraje

S. cerevisae C I
)
L. thermotolerans 3-LT
Vinificacion 3 ——
N\ )
LOTE 10 M. pulcherrima 3-MP
——— \_ ) ————
) 4 N\ e
LOTE 11 T. delbrueckii 3_.TD
N— S ) -

Esquema 3. Proceso de vinificacion 3: crianza del vino espumoso con levaduras
inactivas NS anadidas en el licor de tiraje.

El protocolo de elaboracién de los vinos espumosos es el mismo al indicado en la
vinificacion 1y 2.
5.2 Analisis quimico de los vinos espumosos

Antes de realizar los andlisis, todas las muestras de vino fueron sonicadas y
centrifugadas (4.000 rpm, 10 min) para la eliminacion del CO; y asi evitar posibles
interferencias en el analisis.

5.2.1 Parametros basicos
- Grado alcohdlico

La medicién del grado alcohdlico de los vinos espumosos se realizé por el método de
ebullometria (Madrid et al., 2003), por el cual se calcula el % en volumen de alcohol en
el vino en funcion de la diferencia en el punto de ebullicion entre el agua y el vino
€spumoso.
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- pHy acidez total (AT)

La medicion del pH y la AT se realizé por el método potenciométrico (Nazrala et al.,
2009). Se midio el pH por medio de los electrodos del pH-metro y la acidez total por
medio de una valoracién con NaOH 0,1N hasta alcanzar el pH 7.

- Acidez volatil (AV)

La AV se midié por el método Garcia Tena (Garcia, 1976) que consiste en la separacion
del acido acético del vino mediante una destilacion directa y parcial, posteriormente
valorado con NaOH 0,01 N hasta virar a color rosa con unas gotas de fenoftaleina como
indicador.

- Azlcares reductores

La medicion de los azucares reductores se realizoé por el método Rebeleim (Madrid et
al., 2003) que consiste en la oxidacion de los azucares reductores con una disolucion
de cobre divalente en medio alcalino y caliente.

5.2.2 Parametros especificos
- Polisacaridos totales

La medicién de los polisacaridos en vino se realizé segun el método del fenol-acido
sulfurico (Lindner & Shomer, 1984) que consiste en la formacion de complejos
coloreados entre el fenol y los productos de degradaciéon de los carbohidratos en
presencia de acido sulfurico.

- Proteinas solubles

La determinacién de proteinas solubles se llevé a cabo por el método de Bradford
(Bradford, 1976), el cual se basa en la capacidad del colorante azul brillante de
Coomassie de unirse a las proteinas. El maximo de absorbancia del colorante a 465 nm
cambia a 595 nm cuando se une a las proteinas.

- Nitrégeno facilmente asimilable (NFA)

El NFA se determin6 por el método Sorensen, cuyo fundamento se basa en que el
nitrégeno amonico y a-amino, reaccionan con formaldehido liberando 2 H* que se
valoran con hidréxido sédico (Madrid et al., 2003).

- Indice de gelatina

Para determinar la astringencia del vino espumoso se midio el indice de gelatina. El
fundamento se basa en la propiedad de los taninos de formar con las proteinas
combinaciones estables (Hidalgo, 2011; Llaudy et al., 2004).

5.2.3 Color y compuestos fendlicos
- Antocianos totales

Los antocianos totales se analizaron segun el método fundamentado en la decoloracién
mediante bisulfito de sodio de los antocianos, en la cual la decoloracién es proporcional
al contenido en antocianos libres (Ribéreau-Gayon et al., 1965).
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- Taninos

La concentracién de taninos se midié segun el método de referencia de Ribereau-Gayon
y Stonestreet (1966) (Hidalgo, 2011), que consiste en la hidrdlisis de estos compuestos
en un ambiente acido que libera cationes altamente inestables que precipitan en forma
de polimeros de color marron.

- Indice de polifenoles totales (IPT)

La medicion de los IPT se realizé, previa dilucién del vino, a 280 nm (Zamora, 2003).

- Acidos hidroxicindmicos (AHC)

El contenido en flavonoles se midié a 320 nm (Lacueva et al., 1997) y al igual que para
los IPT se diluy6 la muestra con agua destilada.

- Flavonoles

Para la medicion de los flavonoles se midié la absorbancia a 365 nm (Lacueva et al.,
1997). Al igual que en los dos casos anteriores se diluyo la muestra.

- Color (Método de CIELAB)

La medicion del color se realizé mediante el método de CIELAB (Esparza et al., 2009).
Para ello se midi6 la absorbancia del vino espumoso sin diluir en cubetas de 1 mm de
vidrio a 450, 520, 570 y 630 nm y se introdujeron los datos en el programa MSCV para
asi obtener los parametros de tono e intensidad de color junto con las coordenadas
cromaticas L*, a* y b*.

5.3 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se expresaron como media + desviacion tipica junto con sus
correspondientes subconjuntos. Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) univariante
para el cual suponemos que las varianzas eran iguales en todas las medias. Se estudi6
la interaccién y se determinaron las diferencias mediante la prueba de Tukey con un
95% de confianza. También se realizé un analisis de componentes principales (ACP)
con las medias obtenidas de todos los vinos. El andlisis ANOVA se realizé mediante el
programa estadistico IBM SPSS statistics, v.29 (Chicago, EEUU) mientras que el
analisis de componentes principales se llevd a cabo con el programa estadistico
Statgraphics Centurion, v.19, Inc (The plains, VA, EE.UU).

6. Resultados y discusion.

Los resultados obtenidos tras el analisis quimico de los vinos espumosos se presentan
en forma de tabla, expresando la media + desviacion tipica y el subconjunto al que
pertenece cada dato.

6.1 Efecto de la coinoculacion del vino base con levaduras Sy NS.

En este proceso se llevara a cabo la comparacion entre los vinos obtenidos en los lotes
1(1-MP),2(1-TD)y 3 (1-LT) coinoculados con cepas de Sy NS, y posteriormente
criados sobre sus lias y su control, que en este caso es el vino obtenido en el lote 4 (LP),
el cual ha realizado una crianza sobre lias de S. cerevisiae Unicamente (tabla 1). En
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este caso el objetivo consiste en valorar las posibles diferencias existentes en los vinos
espumosos finales cuando se realiza la fermentacion del vino base con S y NS o
unicamente con Sy su posterior crianza sobre las lias propias.

Tabla 1. Caracterizacion fisicoquimica de los vinos espumosos procedentes de la
vinificacion 1.

LP (Control) 1-MP 1-TD 1-LT
Grado alcohdlico (%,
v/IVv) 12,7+0,3b 125+0,1b 126+0,1b 11,8+0,2a
pH 3,50+0,17 a 3,53+0,06a 3,53+0,11a 3,63+£0,04 a
AT (g/l) 46+05a 45+21a 44+0,1a 47+0,2a
AV (g/l) 0,38+ 0,08 a 0,36 +0,04 a 0,34+0,04 a 0,49+0,02b
Proteinas (mg/l) 479,2+175a 494,3+£699a 420,8 +32,0a 431,9+ 20,4 a
NFA (mg/l) 98,0+7,2c 95,2+ 4,6 bc 78,4+ 4,6 ab 65,8+ 154 a
Azlcares reductores
(a/h) 1,10+ 0,18 a 0,93+0,10 a 1,20+0,16 a 1,23+0,21 a
Polisacaridos (g/l) 7,92+0,45b 5,86 + 0,55 a 4,67 +0,16 a 469+1,04a
IPT (UA) 499+12c 435+16hb 345+10a 34,0+0,3a
AHC (UA) 21,90+0,56 ¢ 20,73+£0,56 b 16,73+ 0,39 a 17,00+ 0,32 a
Flavonoles (UA) 7,73+0,29b 7,30+0,29b 540+0,23 a 5,68+0,15a
Antocianos (mg/l) 192,4+£449c 174,3+ 12,2 bc 142,4 + 8,3 ab 107, 4+ 48 a
Taninos (g/l) 2,46+0,17b 234+£0,21b 1,89+0,09 a 1,89+0,25a
indice de gelatina (%) 58,99+4,10Db 67,59+2,05c 67,79+ 1,53 ¢ 2491 +499 a
Tono 0,65+0,01a 0,68+0,01b 0,68+0,00 b 0,66 +£0,01a
Intensidad de color 1,07+0,11a 1,31+0,12b 0,90+0,03a 1,03+ 0,08 a
L* 68,73+£2,36b 63,83+2,77a 73,25+0,87c 69,58 £ 1,76 bc
a* 2852+193b 29,24+1,48hb 24,32+0,52 a 26,45+ 0,91 ab
b* -1,79+0,34 a -0,08£0,54 b -0,61+0,27b -1,78 £ 0,67 a

AT: acidez total, AV: acidez volatil, NFA: nitrégeno facilmente asimilable, IPT: indice de
polisacaridos totales, UA: unidades arbitrarias, AHC: acidos hidroxicinanicos

Respecto al grado alcohdlico y de acuerdo con Tofalo et al. (2022) el vino que ha sido
inoculado unicamente con S. cerevisiae (LP) obtuvo un grado alcohdlico superior a
aquellos que fueron coinoculados con Sy NS, aunque solo se encontré una diferencia
estadisticamente significativa con el vino 1 - LT. Se ha descrito una reduccion moderada
del rendimiento de etanol cuando se utilizan cepas NSy S. cerevisiae en coinoculacién
o inoculacién secuencial, con reducciones de la concentracion de etanol que oscilan
entre el 0,2 y el 0,7%, en comparacion con la concentracion de etanol alcanzada con un
unico inéculo de S. cerevisiae (Contreras et al., 2014; Ferraro et al., 2000; Maio et al.,
2012; Sadoudi et al., 2012). Estos descensos en el grado alcohdlico no estuvieron
asociados con los azucares reductores ya que su concentracién fue muy similar en los
cuatro vinos, sino probablemente estas cepas desvien el metabolismo del carbono de
la produccion de etanol a otros metabolitos secundarios (Kutyna et al., 2010).

Los vinos coinoculados con S 'y NS han presentado un ligero aumento de pH respecto
al control, aunque no se han observado diferencias estadisticamente significativas entre
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las muestras de acuerdo con Blasco & Lizama (2019). En contraposicién con este
mismo estudio observamos que los valores de AT disminuyeron respecto al control, a
excepcion del vino 1 - LT que aumentd, aunque de manera no significativa. Se ha
observado que la inoculacién con levaduras Sy NS puede aumentar o reducir la AT de
los vinos finales, dependiendo de la especie de levadura y de la proporcién de inéculo
utilizada (Comitini et al., 2011).

Del mismo modo, los valores de AV son similares respecto al control a excepcién del
vino 1 - LT que mostrd un aumento significativo de este valor, como ocurrié en el estudio
de Blasco & Lizama (2019), ya que algunas coinoculaciones mostraron un aumento de
AV mientras que en otras apenas varié. En cualquier caso, los valores de AV se
encuentran por debajo del valor limite maximo aceptable en la mayoria de los vinos (1
g/L) (Vilela, 2019).

Los vinos espumosos se caracterizan por la presencia de espuma, cuya estabilidad se
ha estudiado que se encuentra directamente relacionada con el contenido en proteinas
y NFA (Condé et al., 2017). Los vinos coinoculados con S y NS procedentes de la
vinificacion 1, mostraron niveles de proteinas similares, encontrando un ligero aumento
en el vino 1- MP respecto al control, aunque de manera no significativa, en
contraposicion con el estudio realizado por Gonzalez-Royo et al. (2015) que encontré
niveles superiores en aquellos vinos coinoculados con T. delbrueckii y S. cerevisiae
respecto a S. cerevisiae. Esta diferencia se puede deber al menor peso de la fraccion
molecular de las levaduras NS (< 60 kDa), que se encarga de aportar una mayor
estabilidad a la espuma formada. En el caso del NFA, al igual que de proteinas,
obtuvimos valores inferiores en aquellos vinos coinoculados con cepas Sy NS, llegando
a encontrar una disminucion estadisticamente significativa en el caso del vino 1 — LT y
el vino 1 — TD. Esta disminucién se puede deber a que las cepas utilizadas de NS
consumen mayor cantidad de NFA durante su metabolismo. El estudio realizado por
Taillandier et al. (2014) mostré que al realizar una coinoculacién secuencial con S.
cerevisiae y T. delbrueckii, S. cerevisiae no pudo desarrollarse debido a que la cepa T.
delbrueckii agoté el nitrégeno disponible durante las primeras horas.

Los polisacaridos junto con las manoproteinas liberadas en el proceso de autolisis y su
posterior crianza sobre lias contribuyen de manera importante al perfil quimico vy
sensorial del vino. Los polisacaridos pueden unirse a los taninos disminuyendo la
astringencia y el amargor, ademas de ayudar a formar una espuma mas estable (Del
Barrio-Galan, Caceres-Mella, et al., 2015). Las manoproteinas son compuestos
complejos formados en un 90% por polisacaridos y un 10% por proteinas, estas junto
con los polisacaridos tienen la capacidad de absorber compuestos fendlicos
aumentando su estabilidad (Del Barrio-Galan et al., 2012). Ademas, tienen la capacidad
de interactuar con los taninos y los antocianos evitando asi su precipitacion y mejorando
la estabilizacion del color y previniendo su oxidacion debido a su afinidad por el oxigeno
compitiendo con los polifenoles (Del Barrio-Galan, Medel-Maraboli, et al., 2015).

En los vinos coinoculados con S y NS se observd una disminucion del contenido en
polisacaridos final de manera significativa respecto al control. Este resultado se
encuentra de acuerdo con Gonzalez-Royo et al. (2015), quienes encontraron una
disminucion significativa de este parametro en aquellos vinos coinoculados con S.
cerevisiae 'y T. delbrueckii respecto a inoculacion unica con S. cerevisiae.
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Entre los vinos comparados en este grupo no hubo diferencias significativas en el
contenido de azucares reductores, siendo estos valores cercanos a 1 g/l, por lo que
pueden clasificarse como vinos brut nature, ya que el contenido en azucares residuales
fue < 3 g/l de acuerdo con la legislacion vigente (Consejo regulador del cava, 2022).
Estos valores de azucares reductores coinciden con el estudio realizado por Tofalo et al.
(2022), en el que se observd que los niveles de azucares residuales en los vinos
espumosos inoculados con S. cerevisiae y los coinoculados con S. cerevisiae y cepas
NS como T. delbrueckii se encontraban entorno 1 g/l.

La variacion en el contenido de polifenoles puede aparecer tras el proceso de crianza
sobre lias en vinos espumosos debido a la liberacibn de manoproteinas durante la
autolisis, de tal forma que estas se pueden unir a los compuestos fendlicos dando lugar
a fenomenos de precipitacion o a la formacion de coloides inestables (Sartor et al.,
2019).

En la vinificacion 1 se ha producido una disminucion en el contenido de IPT en los vinos
coinoculados con Sy NS respecto a los que unicamente han sido inoculados con S. El
comportamiento de AHC y flavonoles fue similar al de los IPT encontrando diferencias
significativas entre el control y algunos vinos como 1 — LT o 1 — TD en cuanto al
contenido en AHC.

En el proceso de vinificacion 1 encontramos resultados concluyentes con Carrascosa
& Abad (2021) quien observé que al realizar una inoculacion con Sy NS se produjo una

disminucion en el contenido de taninos y antocianos totales respecto a la inoculacion
unicamente con S. cerevisiae.

En relacion con el contenido en taninos encontramos el indice de gelatina, que hace
referencia a la capacidad de estos para precipitar en contacto con proteinas, lo que se
encuentra en relacion directa con la astringencia, de tal manera que, a mayor indice de
gelatina mayor astringencia (Vidal et al., 2003). En el proceso de vinificacion 1
encontramos resultados dispares, de acuerdo con Carrascosa & Abad (2021) algunas
cepas coinoculadas con S y NS como 1 — LT mostraron una disminucién de la
astringencia de manera significativa respecto al control debido a su capacidad de unién
a las proteinas, sin embargo, otras como 1 — TD o 1 — MP aumentaron de manera
significativa la astringencia al coinocular S y NS. Se ha descrito que el efecto de la
coinoculacién de S y NS sobre la astringencia de los vinos tintos depende en gran
medida de la especie de levadura empleada. A modo de ejemplo, mientras que la
coinoculacién con Pichia fermentans /S. cerevisiae dio lugar a un vino mas astringente,
el vino elaborado con T. delbrueckii/S. cerevisiae resulté ser menos astringente (Romani
et al., 2020).

En esta vinificacion encontramos resultados similares en cuanto a la intensidad de color
de los vinos coinoculados con Sy NS de acuerdo con Blasco & Lizama (2019), aunque
observamos un aumento de manera significativa en el vino 1 - MP. A diferencia del
estudio de Blasco & Lizama (2019) en cuanto al tono encontramos un ligero aumento
en aquellos vinos que sufrieron coinoculacion con S y NS, llegando a encontrarse
valores significativos en algunos vinos como 1 —MP o 1 - TD.

16



Por ultimo, respecto al color analizamos los parametros L*, a* y b*, en este caso,
encontramos algunas diferencias significativas entre los vinos coinoculados con cepas
NSy S, y los Unicamente inoculados con S. El vino coinoculado con S. cerevisiae y T.
delbrueckii (1 - TD), mostré un aumento de L* y de b* y un descenso de a* de manera
significativa respecto al control, lo que puede deberse a la adsorcion de compuestos
fendlicos a las paredes celulares (Huang, 1955). Por otro lado, en el caso del vino
coinoculado con L. thermotolerans (1 - LTL) no se observaron diferencias significativas
respecto al control, mientras que en el vino coinoculado con M. pulcherrima (1 - MP) se
observd una disminucion del parametro L* y un aumento de los parametros a* y b*, lo
cual como hemos explicado anteriormente, se puede deber a la diferencia en la
absorcion de compuestos fendlicos por las paredes celulares en funcion de la cepa de
levadura utilizada.

Un analisis global de los datos nos indica que el vino espumoso control se caracterizd
por presentar altos niveles en los compuestos de la familia de fenoles y polifenoles (ITP,
acidos hidroxicinamicos, flavonoles, taninos y antocianos), asi como en la intensidad de
color y en el parametro de color a* (color rojo). Ademas, presento altos valores de NFA,
proteinas y polisacaridos totales. Por otro lado, el vino 1 - MP tuvo altos valores para los
antocianos y taninos, asi como para el indice de gelatina. También tuvo un alto valor
para el NFA, el grado alcoholico y el parametro de color b*. En cuanto al vino 1 - TD
presentd una alta luminosidad (L*) y tonalidad, asi como un alto indice de gelatina.
Finalmente, el vino coinoculado con L. thermotolerans y S. cerevisiae (1 - LT) fue el
menos astringente (menor valor de indice de gelatina) con bajos valores en los
compuestos fendlicos y polifendlicos, asi como en proteinas, NFA y polisacaridos.

6.2 Efecto de la adicion de levaduras inactivas Sy NS durante proceso de crianza
del vino base.

En la tabla 2 se comparan los vinos espumosos obtenidos en los lotes 5 (2 - LT), 6 (2 -
MP) y 7 (2 - TD), cuyos vinos base han sido fermentados con S. cerevisiae v,
posteriormente, se han anadido levaduras inactivas NS para realizar |la crianza sobre
lias, utilizando como en el caso anterior el vino obtenido en el lote 4 como control, el
cual tiene una crianza con lias de S. cerevisiae. En este caso el objetivo es valorar las
diferencias en los vinos espumosos finales cuando se ha realizado la FA del vino base
con S. cerevisiae en todos los casos, pero la crianza sobre lias se ha realizado por medio
de lias de levaduras de S o NS.
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Tabla 2. Caracterizacion fisicoquimica de los vinos espumosos procedentes de la

vinificacion 2.

LP (Control) 2-LT 2-MP 2-TD
Grado alcohélico (%,
v/IV) 12,7+0,3a 124+0,2a 124+0,1a 12,7+0,4 a
pH 3,50+0,17 a 3,67+0,05a 3,63+0,15a 3,77+0,13 a
AT (g/) 46+05Db 41+0,1ab 3,9+0,2a 40+0,1a
AV (g/l) 0,38 +0,08 a 0,33+0,02a 0,33+0,04 a 0,32+0,03 a
Proteinas (mg/l) 4792+ 175a 398,3+955a 490,6+509a 4816 +14,1a
NFA (mg/l) 98,0+7,2a 1106 +10,8a 96,6+8,4a 95,2+16,5a
Azucares reductores
(g 1,10+ 0,18 ab 0,73+0,50 a 1,10+ 0,14 ab 1,78+0,61b
Polisacéridos (g/l) 792+045Db 453+0,46 a 434+0,41 a 432+051a
IPT (UA) 499+12a 49,2+20a 492+26a 53,0+ 3,2a
AHC (UA) 21,90+ 0,56 a 20,78+ 0,37a 20,78+ 1,25a 22,98 +1,60 a
Flavonoles (UA) 7,73+0,29 ab 7,25+ 0,27 a 7,45+ 0,53 a 8,58+0,72b
Antocianos (mg/l) 192, 4+ 449 a 238,2+29,3a 170,8 + 34,7 a 213,3+8,3a
Taninos (g/l) 2,46 £ 0,17 a 2,88+ 0,57 a 2,72+0,15a 2,80+0,87 a
indice de gelatina (%) 58,99 +4,09 a 68,55+£2,20 b 57,62 +£5,33 a 65,24 £ 3,30 ab
Tono 0,65+0,01a 0,63+0,01a 0,65+0,02 a 0,64+£0,02a
Intensidad de color 1,07+0,11a 1,24+0,12 a 1,11+0,13a 1,26+£0,11a
L* 68,73 + 2,36 a 65,23+2,70a 68,03+3,12a 64,55+ 2,54 a
a* 28,52+1,93a 3154+252a 28,75+2,75a 31,19+ 2,05a
b* -1,79+0,34 a -1,14+ 0,09 a -1,24+0,31a -1,42+0,34a

AT: acidez total, Av: acidez volatil, NFA: nitrégeno faciimente asimilable, IPT: indice de
polisacaridos totales, UA: unidades arbitrarias, AHC: acidos hidroxicinamicos

A diferencia de lo observado en la tabla 1, las diferencias entre las caracteristicas
fisicoquimicas de los vinos sometidos a una crianza con lias inactivas S y NS fueron
menores a las encontradas al realizar la coinoculacion con Sy NS y posterior crianza
sobre sus lias. Desde el punto de vista estadistico, unicamente se observaron
diferencias entre las muestras para AT, azucares reductores, polisacaridos, flavonoles e
indice de gelatina.

En consonancia con el estudio realizado por Domingo et al. (2022) no se encuentran
diferencias significativas en el grado alcohdlico entre los vinos criados con lias Sy NS,
Este resultado es légico ya que la crianza sobre lias se realizé sobre el mismo vino base
fermentado con la levadura S. cerevisiae, por lo que no se espera diferencias para el
grado alcohdlico.

El pH de acuerdo con Domingo et al. (2022) ha sufrido un ligero aumento en aquellos
vinos criados con cepas NS respecto al control, aunque no de manera significativa. Por
otro lado, encontramos que la AT es menor en aquellos vinos que sufrieron crianza sobre
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lias NS respecto al control que tuvo crianza sobre lias de S, de acuerdo con lvit et al.
(2018). Tradicionalmente las cepas de levaduras NS han mostrado una mayor
produccion de acido acético (Domizio et al., 2011), sin embargo, recientes estudios (lvit
& Kemp, 2018) y de acuerdo con nuestros resultados, aquellos vinos que han sufrido

crianza sobre lias NS como M. pulcherrima muestran unos niveles inferiores de AV,
aunque no sea de manera significativa.

Como hemos explicado anteriormente, el contenido en proteinas juega un papel crucial
en la estabilizacion de la espuma en este tipo de vinos. El proceso de crianza sobre lias
lleva consigo la liberacién de proteinas procedentes de la degradacion de la pared
celular. Se ha observado que el contenido en proteinas en vinos tintos sometidos a un
proceso de crianza sobre lias de levaduras NS es mayor respecto al vino con lias de S.
cerevisiae (Belda, et al., 2016). En nuestro caso no encontramos diferencias
estadisticamente significativas entre los vinos criados con S y NS, aunque en alguna
cepa (M. pulcherrima, 2 - MP) si que se observé un ligero aumento. Respecto al NFA en
este grupo tampoco se observaron apenas diferencias entre el vino control con crianza
con lias S. cerevisiae y los vinos criados con NS. Sin embargo, se ha observado que la
crianza sobre lias juega un papel importante en la liberacidn de compuestos
nitrogenados al vino y en su complejidad, ya que cuanto mayor es el tiempo de contacto
con las lias, los compuestos nitrogenados liberados se encuentran menos
polimerizados, y por tanto la cantidad de NFA aumentaria (Martinez-Rodriguez & Polo,

2000).

En cuanto al contenido en azucares reductores, no encontramos diferencias
estadisticamente significativas entre los vinos criados sobre cepas Sy NS. Lo que indica
que no hubo una desviacion del proceso de crianza sobe lias. Otros autores han
encontrado un aumento en el contenido de azucares residuales en vinos blancos tras el
uso de cepas NS (lvit et al., 2018).

En nuestro estudio se observé una diferencia significativa en la cantidad de
polisacaridos liberados al vino entre los vinos en crianza con lias NSy S, siendo superior
en esta ultima. Este hecho no coincide con Palomero et al. (2009), que observé que el
contenido en polisacaridos era superior en los vinos con crianza en lias NS debido a
una mayor liberacidon por parte de las paredes celulares. Estos resultados estan en
consonancia con los encontrados en la vinificacion 1, donde los vinos espumosos
elaborados con los vinos base coinoculados presentaron un menor contenido en
polisacaridos que el vino control.

Se ha descrito una uniéon de los compuestos fendlicos, tales como los antocianos,
taninos y los AHC, a las lias durante el proceso de crianza sobre lias, lo que afecta al
perfil sensorial del vino disminuyendo asi el amargor. Esta unién provoca que al medir
estos parametros se observe una disminucion en su concentracion respecto al vino base
sin crianza (Mazauric & Salmon, 2005). Este proceso es dependiente del tiempo que
las lias estén en contacto con el vino. Segun aumenta el tiempo de contacto con las lias,
la capacidad para consumir oxigeno de los polifenoles aumenta levemente, mientras
que la capacidad de las lias de levaduras de consumir oxigeno disminuye de manera
sustancial, lo que otorga una mayor estabilidad a dichos compuestos (Mazauric &

Salmon, 2005).
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En la tabla 2 podemos observar que el contenido en IPT, AHC y flavonoles por lo general
disminuye en los vinos criados con cepas NS, a excepcion del vino 2 - TD que se inocul6
con levaduras inactivas de T. delbruecki, en la que se observé un aumento de todos
estos parametros, aunque de manera no significativa. Esta disminucién no fue tan
acusada como la observada en los vinos coinoculados de la vinificacion 1. Este hecho
esta en consonancia con Domingo et al. (2022) que observé que los vinos con crianza
en lias S obtuvieron valores superiores a aquellos vinos que se criaron con cepas NS
en dichos parametros. Aunque no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre las muestras para los antocianos y taninos, observamos que, en
general, el contenido en antocianos y taninos aumenté en aquellos vinos que sufrieron
crianza sobre lias NS.

La American Society for Testing and Materials (ASTM) define la astringencia como el
conjunto de sensaciones que tienen lugar en la superficie de la boca como resultado de
la exposicion a sustancias como los taninos (ASTM, 2004). La unién de los taninos a los
polisacaridos liberados durante la crianza ayuda a disminuir la astringencia del vino tinto
(Vidal et al., 2003). En la vinificacion 2 se produjo un aumento del indice de gelatina,
parametro empleado como marcador de la astringencia, al utilizar cepas NS respecto a
S, con diferencias estadisticamente significativas en el vino 2 - LT (con lias de L.
thermotolerans) respecto al control. Estos resultados estan en contraposicion con los
encontrados con la vinificacion 1, donde el vino espumoso procedente del vino base
coinoculado con de L. thermotolerans presento la menor astringencia.

La crianza del vino no solo se relaciona con la estabilizacion del color, sino con su
pérdida, lo cual va a depender del proceso de crianza, caracteristicas fisicoquimicas en
las que se lleve a cabo o caracteristicas intrinsecas de las levaduras como su capacidad
de absorcion en funciéon de la porosidad (Gomez-Cordoves & Gonzalez-Sanjose,

1995).

Conforme con Belda et al. (2016) y Palomero et al., (2009) se produjo un aumento en la
intensidad de color en aquellos vinos en los que se realizo crianza sobre lias NS, aunque
no de manera significativa. Esto se puede deber a la mayor capacidad de adsorcién de
compuestos colorantes en la pared celular de las cepas NS lo que podria afectar
aumentando la intensidad de color en el vino. Por el contrario, en cuanto al tono no se
encontraron apenas diferencias entre el control y el resto de los vinos.

De acuerdo con Del Barrio - Galan et al. (2019), la crianza sobre lias ha demostrado
influencia en los parametros de color L*, a* y b* respecto a vinos que no sufren crianza.
En dicho estudio se realizé una crianza sobre lias en vinos blancos utilizando cepas de
S. cerevisiae inactivas y se observé un aumento de estos parametros al final del periodo
de crianza, lo que se puede explicar al aumento en el consumo de oxigeno de las lias
que protege al vino del pardeamiento y de la oxidacion. Sin embargo, no se han hallado
en nuestro estudio diferencias en estos parametros entre vinos que sufren crianza con
diferentes cepas de levaduras.

Atendiendo a los parametros donde se ha observado una diferencia estadisticamente
significativa entre las muestras, podemos observar que el vino control presentaba altos
niveles de AT y polisacaridos. Por otro lado, el vino 2 - LT presentd una alta astringencia,
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mientras, el vino 2 - TD tenia un mayor contenido en flavonoles y azucares reductores
y el vino 2 - MP obtuvo bajos valores de astringencia.

6.3 Efecto de la crianza sobre levaduras inactivas NS anadidas en el tiraje

Finalmente, en la tabla 3 se realiza la comparacién entre los vinos espumosos obtenidos
en los lotes 8 (C), 9 (3-LT), 10 (3- MP) y 11 (3 - TD), los cuales se elaboraron a partir
del vino base del lote 8 (C) que fue fermentado con S. cerevisiae y no sufrié crianza
sobre lias, para posteriormente en los lotes 9-11 afiadir en el licor de tiraje levaduras
inactivas NS. El objetivo consiste en valorar las diferencias entre los vinos espumosos
finales cuando se afiaden lias de levaduras de NS en el licor de tiraje frente a cuando
no son afiadidas.

Tabla 3. Caracterizacion fisicoquimica de los vinos espumosos procedentes de la

vinificacion 3.

C (Control) 3-LT 3-MP 3-TD
Grado alcohdlico (%, viv) 11,2+0,2a 116+0,1b 11,7+0,1b 11,7+£0,2b
pH 352+0,11a 3,65+0,13 a 3,64+0,15a 3,67+0,02a
AT (g/l) 46+0,1c 4,4+0,1bc 41+0,1a 43+0,2ab
AV (g/) 0,72+ 0,08 a 0,67 +0,03 a 0,68 +0,05a 0,68 +0,02 a
Proteinas (mg/l) 390,2+ 14,3 a 547.4 +214,0 a 413,4+ 33,4 a 409,7+ 25,2 a
NFA (mg/l) 70,7+2,7c 61,6 +0,0 ab 66,5 + 4,8 bc 58,1+2,7a
Azucares reductores
(g/l) 0,40+ 0,08 a 0,95+0,44 a 0,75+0,19 a 0,78+0,39 a
Polisacéaridos (g/l) 4,76 £ 0,80 a 5,00+ 0,43 a 4,45+ 0,60 a 6,71+£0,38b
IPT (UA) 353+x0,4a 459+16b 43,4+0,8b 445+3,7b
AHC (UA) 1593+0,17a 20,30+0,44b 19,40+ 0,32 b 20,10+1,68b
Flavonoles (UA) 493+0,10 a 6,75+0,10 b 6,50+0,12 b 6,80+0,65b
Antocianos (mg/l) 113,8+16,5a 115,7+8,7a 110,0+x3,0a 108,9+5,7a
Taninos (g/l) 2,61+0,07b 2,09+0,33a 2,33+ 0,05ab 2,25+ 0,08 ab
indice de gelatina (%) 69,75+ 1,74 c 55,37 +6,06 b 20,52+ 3,95a 72,579 +0,88 c
Tono 0,67 +0,00 a 0,67 +0,00 a 0,68 + 0,00 a 0,67 +0,00 a
Intensidad de color 0,95+0,21a 1,02+0,12 a 1,09+0,13 a 1,06 + 0,08 a
L* 71,98+5,19a 70,08+2,81a 68,58 + 2,99 a 69,33+ 1,87 a
a* 23,22+2,13a 24,73+1,18a 25,36 £ 1,37 a 24,35+ 0,77 a
b* -1,47+£0,15a -1,44 £ 0,28 a -1,14+£0,41 a -1,38+0,18 a

AT: acidez total, Av: acidez volatil, NFA: nitrégeno facilmente asimilable, IPT: indice de
polisacaridos totales, UA: unidades arbitrarias, AHC: acidos hidroxicinamicos

En cuanto al grado alcohdlico, encontramos que en los vinos en los que se anadieron
levaduras inactivas NS en el tiraje se produjo un aumento de manera significativa. El
estudio realizado por Del Barrio - Galan et al. (2011) utilizé en el proceso de crianza
sobre lias la adicién de derivados de levaduras inactivas con el objetivo de valorar la
influencia en las caracteristicas del vino Verdejo final; en su caso no se observo
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diferencias en cuanto al grado alcohdlico en aquellos vinos que se afadieron lias y el
control que no sufrié ningun tratamiento.

En cuanto al pH no encontramos diferencias estadisticamente significativas entre los
vinos criados con Sy los vinos a los que se afnadieron lias NS en el tiraje, sin embargo
y de acuerdo con Moyano-Gracia et al. (2023) se ha estudiado que la crianza sobre lias
favorece un ligero aumento de este parametro atribuido a la formacién de complejos
insolubles de tartrato calcico y potasico. En el estudio realizado por Sartor et al. (2019)
se llevd a cabo la adicion de manoproteinas en el licor de tiraje no observando cambios
en el pH ni en la AT del vino espumoso final. En nuestro caso se ahadieron levaduras
inactivas NS en el licor de tiraje, las cuales como hemos explicado anteriormente
favorecen la liberacién de manoproteinas y otros polisacaridos de la pared celular,
observando una disminucion significativa en los vinos 3 — MP y 3 — TD en los que se
afiadieron lias NS. En cuanto a la AV se ha demostrado que el uso de cepas NS facilita
su disminucion cuando se lleva a cabo la segunda fermentacion y crianza con estas
cepas (lvit & Kemp, 2018). En nuestro caso las levaduras inactivas NS se afadieron en
el tiraje y la fermentacion se realizé con S. cerevisiae, sin embargo, hemos podido
observar una ligera disminucién en la AV, aunque no es significativa.

En cuanto al contenido en proteinas, en el proceso de vinificacion 3 hubo un aumento
en aquellos vinos que sufrieron crianza sobre levaduras inactivas NS respecto al control,
aunque no fueron estadisticamente significativas. Este hecho se debe a que, durante el
proceso de crianza, las lias en contacto con el vino liberan proteinas procedentes de la
pared celular (Morata et al., 2018). En contraposicion con nuestros resultados, el estudio
realizado en vinos espumosos blancos por Lambert-Royo et al. (2022) mostré que los
vinos a los que se afadieron lias de T. delbrueckii en el tiraje presentaron unos niveles
de proteinas inferiores respecto al control. Estos autores explican que es un hecho no
habitual y que puede deberse a la metabolizacién de las proteinas procedentes del vino
base y de las levaduras inactivas durante la segunda fermentacion, aunque también
explica que pudo deberse a la pérdida de las proteinas durante el removido y el deguelle.

Por otro lado, los niveles de NFA fueron menores cuando se realizd crianza sobre lias
NS frente a S. cerevisiae, al igual que ocurrié en la vinificacion 1 en la que el vino
unicamente inoculado con S. cerevisiae presentd unos niveles de NFA superiores a los
vinos coinoculados. Este hecho esta en desacuerdo con Tofalo et al. (2022) que observé
que la coinoculacion del vino base con levaduras NS (T. delbrueckii o Starmerella
bacillaris), junto con S. cerevisiae incrementaba el nivel de NFA en relaciéon con una
inoculacion clasica, probablemente por una autélisis mas rapida de estas levaduras NS.

Como hemos explicado anteriormente, la crianza sobre lias puede aumentar el
contenido en polisacaridos en los vinos debido a la liberacion de compuestos
procedentes de la pared celular. El estudio realizado por Del Barrio-Galan, Medel-
Maraboli, et al. (2015) demostré que al utilizar diferentes cepas de tipo Saccharomyces
en la fermentacion junto con la posterior crianza sobre sus lias aumentaba el contenido
final de polisacaridos respecto al vino base. El estudio realizado por Lambert-Royo et
al. (2022) nos permite valorar el incremento en cuanto a polisacaridos en el vino
espumoso final tras la adicion de lias NS en el tiraje respecto al control en el que no se
anadieron lias en el tiraje y solo se realiz6 la fermentacion con S. cerevisiae y la crianza
sobre sus lias. En dicho estudio se encontré un aumento cuando se afadieron lias de
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T. delbrueckii en el tiraje, aunque el aumento no fue de manera significativa. Estos
resultados se encuentran en consonancia con nuestro estudio, ya que, aunque
encontramos resultados muy dispares, al afiadir lias de T. delbrueckii (3 —TD) en el licor
de tiraje encontramos un aumento significativo respecto al control. Otro estudio llevado
a cabo por Domizio et al. (2014) mostré que al utilizar cepas como T. delbrueckii
aumentaba el contenido de polisacaridos en el vino final, debido a su liberacion por parte
de la pared celular. Aunque en este estudio se realizé la fermentacién con dicha cepa,
la liberacion se produce al descomponerse la pared celular, por lo que se trata de un
hecho interesante a la hora de realizar la crianza sobre lias.

La crianza sobre lias favorece la liberacion de azulcares reductores procedentes de la
membrana y los diferentes componentes celulares; en nuestro estudio pudimos
observar un aumento en su contenido tras la crianza sobre lias NS, aunque de manera
no significativa (lvit et al., 2018).

Las lias procedentes de levaduras NS tiene la capacidad de liberar mayor cantidad de
polisacaridos que las lias procedentes de levaduras S. cerevisiae (Palomero et al.,
2009). Este hecho es interesante para valorar el contenido en IPT, AHC y flavonoles ya
que de acuerdo con Escott et al. (2016) el envejecimiento sobre lias NS favorece la
liberacion de biopolimeros como manoproteinas y polisacaridos los cuales ejercen un
efecto protector sobre los antocianos, responsables del color.

Este hecho podria explicar que, en nuestro estudio, en aquellos vinos con levaduras
inactivas NS tuvieran unos niveles superiores en todos estos parametros respecto al
vino control. El hecho de que los valores de IPT, AHC y flavonoles sean superiores en
los vinos 3 — TD, 3 — MP y 3 — LT, también podria explicarse por un mayor contenido
final de lias respecto al control. Esto provocaria una mayor liberacion de compuestos
que pueden unirse a los polifenoles, AHC y flavonoles lo que permitiria una menor
oxidacion de estos (Mazauric & Salmon, 2005).

Durante el proceso de autdlisis, y por consiguiente en las lias obtenidas, se produce una
liberacion de polisacaridos que pueden polimerizarse con los antocianos y taninos,
disminuyendo el contenido final en el vino y comunicando al vino una agradable
sensacion de untuosidad y volumen. Ademas, estos taninos se pueden unir a las
manoproteinas procedentes de las lias, contribuyendo a la estabilidad tartarica
bloqueando las reacciones de cristalizacion (Martin et al.,, 2006). En el proceso de
vinificacion 3 encontramos una disminucion del contenido en taninos tras la crianza
sobre levaduras inactivas NS. En el caso de los antocianos, en algunos casos como los
vinos 3 - MP y 3 - TD se ha producido una ligera disminucién respecto al control, aunque
de manera no significativa.

La polimerizacion de los taninos contribuye a la reduccion de la astringencia del vino.
En nuestro caso la astringencia se midié6 mediante el indice de gelatina encontrando
resultados dispares. En nuestro estudio en los vinos 3 — LT, 3-MPy 3 —TD se anadieron
lias NS en el tiraje que pueden favorecer la liberacion de compuestos que disminuyan
la astringencia. Aunque en nuestro estudio encontramos resultados dispares, los vinos
3 — LT y 3 - MP sufrieron una disminucion estadisticamente significativa del indice de
gelatina y por tanto de la astringencia. Sin embargo, el vino 3 - TD tuvo un aumento del
indice de gelatina tras la crianza sobre lias NS respecto al control, pero sin diferencia
estadisticamente significativa.
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Encontramos un ligero aumento en el valor de intensidad de color en aquellos vinos
criados sobre lias NS de acuerdo con Belda et al. (2016) y Palomero et al. (2009),
aunque sin diferencia estadisticamente significativa, lo que se puede atribuir a la
adsorcion de compuestos colorantes por las paredes celulares evitando su precipitacion
y oxidacion. El tono o matiz nos indica la importancia del color rojo frente al amairillo, y
su valor es inversamente proporcional a la intensidad (Zamora Marin, 2003). En nuestro
estudio no encontramos a penas diferencias entre los vinos.

El estudio realizado por Lapuente Martinez & Saenz Bastida (2015) mostré que los
vinos que sufrieron crianza sobre lias durante 8 meses aumentaron los tonos rojos,
mientras que aquellos sin crianza en lias mostraron un aumento en los tonos tejas. En
nuestro estudio todos los vinos sufrieron crianza sobre lias, sin embargo, al observar los
resultados en cuanto a tono, intensidad de color y los valores L* a* y b*, no hay apenas
diferencias entre el control y el resto de los vinos, por lo que podemos concluir que la
adicion de lias NS en el tiraje no modifico las caracteristicas cromaticas. Aunque segun
Ivit et al. (2018) la elaboracién de vinos espumosos y su posterior crianza sobre lias NS
favorece la disminucién del tono respecto a aquellos elaborados y criados sobre lias S.

Como conclusion la adicion de lias NS en el tiraje no tuvo influencia en los parametros
cromaticos L* a* b*, ni en el tono, ni en la intensidad de color. Las mayores diferencias
se encontraron en los componentes fendlicos, con un aumento significativo en los
valores de IPT, AHC y flavonoles junto con una disminucion de la astringencia respecto
al control, valores que son de gran importancia para mantener las caracteristicas
sensoriales de los vinos durante la crianza y mejorar las propiedades organolépticas.

6.4 Analisis de componentes principales

Para completar el estudio de los resultados obtenidos se realizd6 un analisis de
componentes principales (ACP), utilizando una bigrafica en la que se muestra el
diagrama de dispersion de las diferentes muestras junto con el ACP de los parametros
fisicoquimicos analizados.

El propésito de este analisis consiste en obtener un niumero reducido de combinaciones
lineales de las 19 variables que expliquen la mayor variabilidad en los datos. En nuestro
caso, se han extraido 5 componentes, ya que estos son los que tuvieron eigen valores
mayores o iguales a 1 (tabla 4, anexos). El conjunto de ellos explica el 88,3% de la
variabilidad de los datos. En la tabla 5 (anexos) se encuentran los pesos de los distintos
componentes extraidos.
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Grafico 1. Analisis de componentes principales de los diferentes vinos analizados junto
con el diagrama de dispersion. AT: acidez total, Av: acidez volatil, NFA: nitrégeno
facilmente asimilable, IPT: indice de polisacaridos totales, AHC: acidos hidroxicinanicos,
CT: Color tono, Cl: Color intensidad, Flav: Flavonoles.

El bigrafico se construyé con las CP1 y CP2; la CP1 representa un 49,2% de la
variabilidad de los datos y la CP2 un 12,4%, en total representan el 61,6% de la
variabilidad total de los datos. Los parametros que mas contribuyen en la CP1 son L*,
CT, a*, CI, ANT, Flav, IPT y taninos ya que son aquellos vectores que forman menor
angulo con el eje X'y se encuentran a mayor distancia del origen, estos se encuentran
relacionados con el color del vino. Por otro lado, los parametros que contribuyen en
mayor medida en la CP2 son los polisacaridos, b* y el indice de gelatina, ya que forman
el menor angulo con el gje Y.

Aquellos parametros analizados entre los que sus correspondientes vectores formen
angulos de pocos grados son parametros que se encuentran relacionados entre si,
mientras que si entre dos parametros el angulo que forman sus vectores es muy grande
significa que no estaran relacionados. El grafico muestra que los vectores de ClI, Flay,
AHC, IPT y taninos se encuentran cercanos entre si de tal forma que estas variables
estan relacionadas, sin embargo, el angulo que forman con otros parametros como L*,
CT, AV 0 AT es muy grande lo que indica que no hay relacion. Del mismo modo, el angulo
que forman los vectores de las proteinas, azucares reductores y a* es pequefio, por lo
que podemos decir que se encuentran relacionados, por el contrario, el angulo que
forman con la AV es muy grande, lo que explica que no se relacionan con este
parametro. Existen algunos parametros como la AV o el pH que no se encuentran
relacionados con ningun otro, ya que los angulos que forman con el resto son muy
grandes.

Como observamos en el grafico, el vino 1 - LT y los vinos con levaduras inactivas NS
afnadidas en el licor de tiraje procedentes de la vinificacion 3 (3-TD, 3-LTy 3 - MP) se
caracterizan por tener un mayor valor de AV encontrandose todos en el tercer cuadrante.
Estos presentan un menor valor en indice de gelatina, grado alcohdlico, NFA y ANT
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principalmente, en comparacién con las muestras LP y 1 - MP que se caracterizan por
valores mas elevados en grado alcohdlico o NFA y menor respecto a la AV. Los tres
vinos procedentes de la vinificacién 3 se encuentran separados de su control (C),
encontrandose este Ultimo en el primer cuadrante caracterizandose por un valor mas
elevado en L*.

Los tres vinos con levaduras NS afadidas en el vino base procedentes de la vinificacion
2(2-MP, 2-LTy2-TD) se caracterizan por tener los valores mas elevados en Cl, IPT,
AHC, taninos y ANT encontrandose todos en el cuarto cuadrante separados de su vino
control (LP) el cual se encuentra en el cuadrante 2. Encontramos que el vino 2 - TD es
el que mayor valor tiene en IPT, AHC, taninos y ANT de todas las muestras analizadas.
Estos parametros se encuentran estrechamente relacionados con el color del vino. Por
el contrario, los vinos procedentes de la vinificacion 2 muestran los valores mas bajos
en AT, CT y L* en comparacion con el resto.

Las muestras 1 - TD y C se caracterizan por tener valores elevados respecto a la AT, CT
y L* al contrario que las muestras 2 - MP, 2 - LT y 2 - TD. La muestra C ademas, se
caracteriza por tener el valor mas bajo de proteinas y azucares reductores de manera
significativa respecto al resto de vinos.

Como podemos observar en el grafico, los vinos procedentes de la vinificacion 1 en los
que se realizd coinoculacién con levaduras S y NS y su posterior crianza sobre lias,
presentan diferencias notables en cuanto a sus caracteristicas fisicoquimicas,
encontrandose dispersos entre los cuadrantes 1, 2y 3.

El objetivo de nuestro estudio se centra en realizar una comparacion de las
caracteristicas fisicoquimicas de los vinos espumosos finales tras ser elaborados por 3
métodos diferentes de vinificacion.

Tras realizar el analisis de componentes principales pudimos observar que aquellos
vinos en los que se realizé la coinoculacion con levaduras del tipo Sy NSy la posterior
crianza sobre sus lias procedentes de la vinificacién 1 presentaron caracteristicas
fisicoquimicas dispares encontrandose distribuidos por los cuadrantes 1 (1 —-TD), 2 (1 —
MP), 3 (1 = LT) y su control (LP) en el cuadrante 2. De acuerdo con Oliveira & Ferreira
(2019) el vino en el que se inoculd L. thermotolerans junto con S. cerevisiae (1 — LT)

presentd un valor superior en AV respecto al coinoculado con T. delbrueckii (1 — TD),
mientras que este presentd un valor superior en cuanto a AT.

Los vinos en los que se afiadieron las levaduras NS inactivas en el vino base
procedentes de la vinificacion 2 se caracterizaron por influir de manera mas importante
en los parametros relacionados con los componentes fendlicos del vino como los IPT,
AHC, flavonoles y taninos, presentando valores superiores a su control (LP) y al resto
de los vinos. Este hecho puede ser interesante a la hora de valorar que tipo de
vinificacion queremos seguir para la elaboracién de los vinos espumosos tintos, ya que
por ejemplo un elevado contenido en taninos puede aumentar la astringencia y el
amargor de nuestro vino (Ma et al., 2014). Ademas, el contenido polifendlico contribuye
de manera importante en el color en el vino, sobre todo si se destina a largos periodos
de crianza, ya que estas moléculas pueden sufrir reacciones de oxidacion,
condensacion o polimerizacién dando lugar a cambios de color, estabilidad coloidal o
incluso el sabor (Giovinazzo & Grieco, 2015). Es por esto por lo que la adicion de lias
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NS en el vino base, tal y como realizamos en la vinificacién 2, podria ayudar a mantener
la estabilidad del color, y por lo tanto los vinos obtenidos serian mas aptos para la crianza
en largos periodos de tiempo, que los vinos obtenidos en las vinificaciones 1y 3.

Por ultimo, encontramos los vinos en los que se afadieron lias NS en el licor de tiraje
procedentes de la vinificacion 3. Los tres vinos 3 — TD, 3 — MP y 3 — LT se caracterizan
por tener una AV superior al resto de los vinos y a su control (C), si bien, sin llegar a un
valor por encima de 1 g/l que pudiera aportar aromas a vinagre. Encontramos que los
vinos en los que se afiadieron levaduras inactivas en el tiraje presentan un grado
alcohdlico significativamente inferior al resto de los vinos procedentes de la vinificacion
1y 2, este resultado es interesante para nuestro estudio ya que con el cambio climatico
los vinos cada vez presentan un mayor grado alcohdlico (Mira de Ordufia, 2010), por lo
que una solucion podria ser la adiciéon de estas lias NS en el tiraje. Por otro lado, en
general, los vinos de la vinificacién 3 también presentan un valor en el indice de gelatina
inferior a los vinos de las vinificaciones 1 y 2, lo que aporta caracteristicas positivas a
nivel organoléptico disminuyendo la astringencia en boca producida por la unién de los
taninos a proteinas (Sartini et al., 2011).

7. Conclusiones

La elaboracion de vinos espumosos a partir de un vino base coinoculado con cepas
Saccharomyces y NS y su posterior crianza sobre lias ha dado como resultado vinos
espumosos con caracteristicas fisicoquimicas dispares.

Los vinos espumosos en los que se afadieron lias NS en el proceso de crianza
mostraron un aumento significativo en el contenido polifendlico e intensidad de color, lo
cual es beneficioso para la estabilidad del color y la aptitud para la crianza del vino
espumoso a largo plazo.

La adicion de lias NS en el licor de tiraje favorecio la disminucion del grado alcohdlico y
un menor indice de gelatina, contribuyendo a una menor astringencia.

Recomendamos seguir investigando sobre la crianza sobre lias NS en la elaboracién de
vinos espumosos Yy tranquilos, ya que los resultados muestran numerosas posibles
ventajas para la elaboracién de vinos contrarrestando los efectos negativos del cambio
climatico y mejorando sus caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales. Seria beneficioso
explorar mas a fondo los efectos de las diferentes estrategias de vinificacion sobre la
calidad organoléptica, la composicién volatil y la estabilidad de los vinos.
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9. Anexos

Tabla 4. Componentes principales, eigen valor y porcentaje de varianza.

Componente Eigenvalor Porcentaje de Porcentaje
Nuamero Varianza Acumulado
1 9,34836 49,202 49,202
2 2,34706 12,353 61,555
3 1,85817 9,780 71,335
4 1,75009 9,211 80,546
5 1,47807 7,779 88,325
(] 0,95074 5,004 93,329
7 0,560271 2,949 96,278
8 0,510736 2,688 98,966
9 0,14665 0,772 99,738
10 0,0498571 0,262 100,000
11 2,93583E-15 0,000 100,000
12 5,42103E-16 0,000 100,000
13 4,48836E-16 0,000 100,000
14 2,28418E-16 0,000 100,000
15 5,70961E-17 0,000 100,000
16 -6,13962E-17 0,000 100,000
17 -3,0224E-16 0,000 100,000
18 -5,79485E-16 0,000 100,000
19 -7,16507E-16 0,000 100,000

Tabla 5. Peso de los diferentes componentes extraidos.

Componente 1

Componente 2

Componente 3

Componente 4

Componente 5

Grado alcohdlico (%, 0,252319 0,328162 0,0826648 -0,118297 -0,198352
viv)

pH 0,136113 -0,517162 0,103441 -0,128719 -0,0296272
AT (g/l) -0,201159 0,326307 0,0422632 0,245894 -0,12841
AV (gll) -0,243136 -0,309996 0,00992739 0,255646 0,249798
Proteinas (mg/l) 0,121106 0,0487859 0,527791 0,125614 0,019648
NFA (mgl/l) 0,27485 0,234829 -0,254103 -0,0654526 -0,0533697
Azucares reductores 0,167499 0,0211642 0,389904 -0,217076 -0,40695
(g/1)

Polisacaridos (g/l) 0,00514733 0,293966 0,124204 0,620253 0,0129468
Intensidad de color 0,27097 -0,0479005 0,0460757 -0,0283836 0,284647
Tono -0,228371 0,142061 0,28249 -0,127974 0,415555
IPT (UA) 0,28189 -0,162798 0,0718913 0,254728 0,0875698
AHC (UA) 0,284711 -0,0929992 0,211719 0,247575 0,0968043
Flavonoles (UA) 0,299668 -0,0791728 0,201155 0,175937 0,0520581
Antocianos (mg/l) 0,297072 0,148376 -0,215733 -0,0156943 -0,0779372
Taninos (g/l) 0,226559 -0,153207 -0,407607 0,0882517 0,179654
indice de gelatina (%) 0,0900165 0,285493 -0,214958 0,136096 0,288198
L* -0,27365 0,0666412 -0,0503437 0,00543645 -0,247618
a* 0,311298 0,0247541 -0,0729261 -0,0593862 -0,0823953
b* 0,0675287 0,286265 0,175709 -0,43277 0,498909

AT: acidez total, Av: acidez volatil, NFA: nitrégeno facilmente asimilable, IPT: indice de

polisacaridos totales, UA: unidades arbitrarias, AHC: acidos hidroxicinamicos
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