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El vino es una cosa maravillosamente apropiada para el hombre
si, en tanto en la salud como en la enfermedad, se administra con

tino y justa medida.
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INTRODUCCION. Polisacéridos de la uva y del vino

11.3.1.6. Arabinogalactanos Il o arabinogalactano-proteinas (AGP)

Es el grupo de polisacaridos mas abundante en mostos y en vinos. Son méas
abundantes en la pulpa que en los hollejos por lo que son facilmente extraidos durante el
prensado de la uva (Vidal et al., 2000).

La parte glucidica de estos compuestos esta formada por cadenas de galactosa
unidas en posicién p-(1—3) ramificadas con cadenas cortas de galactosa unidas en [-
(1—6), que ademas se encuentran ramificadas con cadenas de arabinosa en posicion a-
(1—3) (figura 11.21). Estos compuestos se encuentran unidos a un péptido rico en
hidroxiprolina (3-4%). Contienen menos de un 5% de &cido glucurdnico y no contienen
acido galacturénico (Pellerin et al., 1995; Hidalgo, 2003). Como se ha comentado

anteriormente, estos compuestos se encuentran unidos lateralmente a los RG-I.
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Figura 11.21. Estructura de los AGP (adaptado deGuadalupe, 2008).
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Actualmente, algunos autores engloban a los arabinanos, arabinogalactanos del
tipo |1 y los AGPs dentro de un mismo grupo llamado PRAGs (polisacaridos ricos en
arabinosa y galactosa) (Doco et al., 2007; Ducasse et al., 2010).

11.3.2. Polisacaridos de las levaduras

Los polisacaridos de las levaduras son la segunda fuente de polisacaridos del

vino y se encuentran principalmente en su pared celular.

La pared celular representa entre un 10 y un 25% del peso seco de la levadura
(Fleet, 1991) dependiendo de la cepa, y estd compuesta por dos capas de polisacaridos.
La capa interna, transparente y amorfa esta, constituida principalmente por p-(1—3)
glucanos y quitina, que son los responsables de mantener la forma y rigidez de la célula
y favorecer la resistencia a los cambios osmoticos y mecéanicos (Cid et al., 1995;
Aguilar-Uscanga et al., 2005). La capa externa estd formada por B-(1—6) glucanos y
manoproteinas (Figura 11.22).
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Figura 11.22. Estructura de las envolturas celulares de la levadura (Molina et al., 2000). Se

indica el porcentage en peso de cada componente (Klis et al., 2006).
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INTRODUCCION. Polisacéridos de la uva y del vino

La estructura y composicién de la pared celular puede variar considerablemente
en respuesta al estrés, condiciones de cultivo, edad y modificaciones genéticas (Fleet,
1991; Ha et al., 2002; Klis et al., 2002; Aguilar-Uscanga y Francois, 2003; Aguilar-
Uscanga et al., 2005).

11.3.2.1. Quitina

La quitina esta formada por cadenas lineales de N-acetilglucosamina unidas en
posicion B-(1—4). Este polisacarido se encuentra en concentraciones muy bajas en la
pared celular y debido a su baja solubilidad en agua, y su cantidad en el vino es

inapreciable (Ribéreau-Gayodn et al., 2003).

11.3.2.2. B-glucanos

Los p-glucanos son, junto con las manoproteinas, los compuestos mas
abundantes de la pared celular de las levaduras. Son compuestos poliméricos formados
principalmente por cadenas de glucosa unidas por enlaces p-(1—3), con ramificaciones
laterales de glucosa B-(1—6). En la pared celular de Saccharomyces cerevisiae los f-
(1—3) glucanos constituyen el 85% del total, mientras que el 15% restante son -(1—6)

glucanos (Manners et al., 1973).

Los B-(1—3)-glucanos estan formados por mondmeros de glucosa, llegando a
alcanzar hasta las 1500 unidades, y son los principales responsables de la resistencia
mecéanica de la pared celular. Poseen una estructura helicoidal y esta formada por una o
mas cadenas de polisacaridos que se unen mediante puentes de hidrégeno, formando asi
una red a la que se unen otros componentes de la pared celular. En la parte externa se
pueden unir moléculas altamente ramificadas de B-(I—6)-glucanos, que a su vez pueden
unirse a las manoproteinas. En la parte interna se pueden encontrar cadenas de quitina
(Klis et al., 2006).

Los B-(1—6)-glucanos forman un polimero de entre 130 y 350 residuos de

glucosa por molécula y poseen una estructura amorfa muy ramificada (Lesage y Bussey,
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2006). Su principal funcién es la organizacién de la pared celular, ya que actian como
union flexible formando interconexiones con los B-(I—3)-glucanos, con la quitina y con
las manoproteinas, enlazando estas Gltimas con la red B-(I—3)-glucanos (Klis et al.,
2002; Lesage y Bussey, 2006).

11.3.2.3. Manoproteinas

Los mananos y manoproteinas constituyen el grupo principal de polisacaridos de
las membranas de las levaduras, y se encuentran unidas a los glucanos a través de
enlaces covalentes y no covalentes (Valentin et al., 1984). Son responsables de la
porosidad de la pared y ademas juegan un papel de filtro selectivo y de proteccion
contra ataques quimicos y enzimaticos de tipo glucanasa (Zlotnik et al., 1984; Aguilar-
Uscanga et al., 2005).

Las manoproteinas son glicoproteinas normalmente con un alto grado de
glicosilacién (80-90%), compuestas por monosacaridos principalmente manosa (>90%)
y glucosa (Guadalupe et al., 2010) y por proteinas (<10%) (Vidal et al., 2003a). Estos
compuestos son liberados al medio durante la fermentacion alcohdlica (Doco et al.,
1996; Vidal et al., 2003a; Ayestaran et al., 2004) y/o posteriormente durante la crianza
de los vinos sobre lias debido a los procesos de autolisis de las levaduras (Doco et al.,
2003; Gonzalez-Ramos et al., 2008).

Las manoproteinas pueden tener un tamafio muy variable (5-800 kDa) (Doco et
al., 2003) y pueden constituir entre el 25 y el 50 % del peso seco de la levadura de
Saccharomyces cerevisiae (Klis et al., 2006; Pozo-Bayon et al., 2009a), aunque su
liberacion al vino depende de la cepa de levadura utilizada (Rosi et al., 2000), asi como
de las condiciones nutricionales del mosto (turbidez) (Ribéreau-Gayén et al., 2003).

La estructura de las manoproteinas estd formada basicamente por un polipéptido
al cual se unen dos tipos de ramificaciones glucidicas (figura 11.23). Una ramificacion
esta formada por cadenas cortas de D-manosa (unidas por enlaces 0-(1—2) o a-(1—3))
que se unen a la cadena proteica a través de los residuos de serina y/o treonina; y la
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segunda ramificacion consiste en un polisacarido unido a la parte proteica mediante dos
unidades de N-acetilglucosamina que a su vez estan unidas entre si en posicion p-(1—4)
y unidas covalentemente a un residuo de asparagina (Pérez-Serradilla y Luque de
Castro, 2008). El polisacarido unido a las unidades de N-acetilglucosamina consiste en
una cadena principal de a-(1—6) manosa con ramificaciones cortas de residuos de
manosa unidos en posicién o-(1—2) y con manosas terminales en posicion a-(1—3),

conteniendo algunas de estas ramificaciones enlaces fosfodiéster.
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Figura 11.23. Estructura de las manoproteinas exocelulares de levadura. (Man: Manosa, P:
fosfato, GICNAc: N-acetil-glucosamina, Asn: asparagina, Ser: serina, Thr: treonina) (extraido de
Bajard-Sparrow et al., 2007).
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11.3.3. Interés enoldgico de los polisacaridos

Los polisacaridos del vino en general, y las manoproteinas en particular, juegan
un papel importante en las caracteristicas tecnolégicas y sensoriales de los vinos. Sin
embargo, no todos ellos tienen el mismo comportamiento, que dependera del tamafio y
origen de estos compuestos. Los efectos positivos que estos compuestos pueden aportar

al vino se comentan a continuacion;

11.3.3.1. Mejorar la estabilidad proteica

La aparicion de turbidez en el vino embotellado se debe a la formacion de
agregados de proteinas inestables que se forman fundamentalmente por un aumento de
la temperatura de conservacion del vino. La presencia en los vinos de ciertas
manoproteinas puede reducir en gran medida esta turbidez al interaccionar con las
proteinas inestables, mejorando por tanto la estabilidad proteica de los vinos blancos
(Waters et al., 1994; Moine-Ledoux y Dubourdieu, 1999; Dupin et al., 2000; Waters et
al., 2000a y b; Gonzélez-Ramos et al., 2008; Lomolino y Curioni, 2007; Schmidt et al.,
2009).

Un trabajo desarrollado por Moine-Ledoux y Dubourdieu (1999) ha puesto de
manifiesto el efecto estabilizante de una manoproteina N-glicosilada de 31,8 kDa, que
es un fragmento de la enzima invertasa de Saccharomyces cerevisiae que se libera al
vino por la accion combinada de las enzimas B-glucanasas y la proteasa A vacuolar
durante el proceso de autolisis en la crianza sobre lias. Su efecto es mucho méas marcado
que el de otros polisacaridos como la goma ardbiga u otras manoproteinas con mayor
peso molecular. Posteriormente, otros autores han conseguido aislar y purificar otras
manoproteinas procedentes de la pared celular de Saccharomyces cerevisiae,
demostrando su efecto protector frente a la quiebra proteica (Waters et al., 1994; Dupin
et al., 2000; Waters et al., 2000a).

Esta mejora en la estabilidad proteica puede suponer una reduccion de la dosis
de bentonita que se debe afiadir a los vinos blancos para conseguir su estabilizacion.
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Esta reduccion seria positiva ya que la adicion de bentonita trae consigo importantes
pérdidas de volumen en lias y de componentes aromaticos presentes en el vino,

disminuyendo su calidad (Dupin et al., 2000).

El mecanismo exacto por el que las manoproteinas protegen al vino frente a la
quiebra proteica no esta del todo claro. Se ha sugerido que las manoproteinas dificultan
la formacion de los agregados de proteinas inestables al competir con las proteinas por
unirse a otros componentes no proteicos del vino, los cuales parecen estar involucrados

en la formacion de estos agregados proteicos insolubles (Dupin et al., 2000).

Por otro lado, este efecto va a depender de la levadura empleada y de la

composicién y tamafio de los polisacaridos liberados (Lomolino y Curioni, 2007).

11.3.3.2. Mejorar la estabilidad tartérica

Se han encontrado estudios que han determinado la importancia de las
manoproteinas en la estabilidad tartarica de los vinos, especialmente de las
manoproteinas altamente glicosiladas con pesos moleculares entre 30 y 50 kDa debido a
que producen una disminucidon de la temperatura de cristalizacion (Dubourdieu y
Moine, 1997; Moine-Ledoux et al., 1997; Moine-Ledoux y Dubourdieu, 2002), y a que

inhiben la cristalizacién de sales de tartrato (Lubbers et al., 1993; Caridi, 2006).

El mecanismo de accién se define como un tipo de inhibicidn competitiva,
limitando la formacién de los cristales. Las manoproteinas acttan en la etapa inicial de
la formacién de cristales de bitartrato potasico, y también pueden actuar durante su

crecimiento, inhibiendo su precipitacion (Moutounet et al., 1999).

11.3.3.3. Mejorar el perfil aromatico de los vinos

Las manoproteinas también pueden influir en el aroma de los vinos, ya que
pueden “secuestrar” los compuestos volatiles en su estructura tridimensional o

interaccionar con ellos, lo que dara lugar a un aumento de la persistencia aromatica en
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el tiempo (Chung, 1986; Lubbers et al., 1994b; Dufour y Bayonoue, 1999; Ramirez et
al., 2004; Vidal et al., 2004b; Bautista et al., 2007; Chalier et al., 2007). Segun Lubbers
et al. (1994a) la fraccion proteica de las manoproteinas es la principal responsable de la
estabilidad aromatica, aunque este efecto de retencion fue diferente en soluciones
modelo que en vinos, y dependié del compuesto volatil y del tratamiento empleado
durante el periodo de vinificacion. Sin embargo, Chalier et al. (2007), en un estudio
llevado a cabo en soluciones modelo comprobaron, que en la retencion de los
compuestos volatiles del vino por las manoproteinas, estan involucradas tanto la parte
glucosidica como la parte peptidica de las mismas. Estos autores también indicaron que
la fuerza de estas interacciones parece estar relacionada con la estructura
conformacional de las manoproteinas. Ademas encontraron grandes diferencias en la
capacidad de retencién de los compuestos aromaticos en funcién de la cepa de levadura
empleada.

Esta interaccion entre los compuestos volatiles del vino y las manoproteinas
procedentes de las levaduras ha sido observada también en vinos blancos y tintos
(Bautista et al., 2007; Del Barrio-Galan et al., 2010, Rodriguez-Bencomo et al., 2010),
produciéndose una modificacion de la intensidad olfativa de los vinos tras el
tratamiento. Este efecto puede implicar una percepcién aromatica mas duradera en el
tiempo debido a que estos compuestos volatiles, que son retenidos por las
manoproteinas, pueden liberarse a lo largo del tiempo. Del Barrio-Galan et al. (2010)
observaron en vinos blancos tratados con diferentes derivados de levadura comerciales,
una disminucion en la concentracion de los ésteres etilicos y 4acidos grasos
principalmente, disminuyendo su concentracién. Por otro lado, Rodriguez-Bencomo et
al. (2010) encontraron que, en vinos tintos de la variedad Tempranillo, tanto la crianza
sobre lias como la adicién de un derivado comercial de levadura modificaban el perfil
aromatico de los vinos finales. Sin embargo, el efecto de estos tratamientos dependid
del compuesto volatil del que se tratase.
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11.3.3.4. Mejorar las propiedades sensoriales en boca de los vinos vy estabilizar el color

de los vinos tintos

Riou et al. (2002) y Poncet-Legrand et al. (2007) observaron que ciertos

polisacaridos y manoproteinas de alto peso molecular impedian la autoagregacion de los

taninos. Los resultados obtenidos

en soluciones modelo parecen indicar que estos

polisacaridos y manoproteinas pueden unirse a los taninos formando agregados mas

estables que impiden su polimerizacién y posterior precipitacion (figura 11.24). Este

fendmeno parece ser dependiente

de la concentracién y el peso molecular de las

manoproteinas y de las condiciones del medio (contenido en etanol y de la fuerza

ionica).
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Figura 11.24. Esquema de interaccion tanino-manoproteina y autoagregacion de taninos

(adaptado de Guadalupe, 2008).
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La presencia de estos complejos polisacarido-tanino puede reducir la
astringencia y aumentar la redondez, la estructura y la untuosidad de los vinos en boca.
Este hecho ha sido demostrado en soluciones modelo por varios autores usando
diferentes fracciones de polisacaridos (Riou et al., 2002; Vidal et al., 2004a y b; Poncet-
Legrand et al., 2007). Ademas, estos mismos estudios han mostrado una reduccion del

amargor y un aumento del volumen en boca de las soluciones con polisacéridos.

La capacidad de los polisacéridos de interaccionar con los taninos y antocianos
puede prevenir su agregacion y precipitacién (Vidal et al., 2004b) y, de este modo,
contribuir a la estabilizacién del color (Saucier et al., 2000; Escot et al., 2001; Feuillat et
al., 2001; Francois et al., 2007) (figura 11.25).
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ﬂ Pigmentos poliméricos
= estables
: Vi R\ )
Antocianos ‘/‘/: 8\3& ESTABILIZACION
8 VW

Figura 11.25. Modelo de actuacion de las manoproteinas sobre la estabilidad de la materia
colorante (adaptado de Guadalupe, 2008).

Sin embargo, se han encontrado pocos estudios en vinos. Guadalupe et al.
(2007), en un estudio sobre la adicion de manoproteinas en vinos tintos, concluyeron

que la adicién de manoproteinas afecta a la estructura de los vinos, disminuyendo su
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astringencia y aumentando la sensacion de dulzor y redondez, debido a la disminucién
del indice de polifenoles totales. Por otro lado, Guadalupe et al. (2010), en un estudio
posterior con un vino tinto de la variedad Tempranillo, encontraron evidencias de
interacciones entre las manoproteinas secretadas por una cepa de levadura
sobreproductora de manoproteinas (BM45) y las proantocianidinas del vino. Sin
embargo, no observaron un efecto estabilizante o preventivo de la agregacion ténica,

sino al contrario, ya que estas manoproteinas parecieron inducir la pérdida de taninos.

No obstante, a dia de hoy, no se conocen muchos trabajos cientificos que hayan
conseguido probar este efecto positivo de los polisacaridos y manoproteinas sobre el
color de los vinos. En varios trabajos realizados por un grupo de la Universidad de la
Rioja (Guadalupe et al., 2007, Guadalupe y Ayestaran, 2008, Guadalupe et al., 2010) en
los que se utilizaron distintas preparaciones ricas en manoproteinas sobre vinos tintos,
no se ha observado una mejora de la intensidad y estabilidad del color, incluso alguno
de los vinos tratados con estas preparaciones mostré6 menor intensidad de color que los

vinos control (Guadalupe et al., 2007).

11.3.3.5. Favorecer el crecimiento de bacterias lacticas

Diversos trabajos han puesto de manifiesto que las manoproteinas de las
levaduras, junto a los aminoacidos y péptidos, favorecen el crecimiento de bacterias
lacticas en el vino (Guilloux-Benatier et al., 1995; Rosi et al., 2000; Guilloux-Benatier y
Chassagne, 2003; Diez et al., 2010). Esto puede ser debido a que las manoproteinas
adsorben algunos acidos grasos que son sintetizados por las levaduras de
Saccharomyces cerevisiae y que son inhibidores del crecimiento bacteriano, y/o a que
las bacterias lacticas son capaces de hidrolizar las manoproteinas, liberando nutrientes
al medio, y favoreciendo de esta forma su crecimiento (Guilloux-Benatier y Chassagne,
2003).
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11.3.3.6. Reducir el contenido en ocratoxina A (OTA)

Otro efecto positivo que se ha encontrado en las manoproteinas es que pueden
Ilevar a cabo la adsorcion de la ocratoxina A (Baptista et al., 2004; Bejaoui et al., 2004;
Ringot et al., 2005; Caridi et al., 2006). Esta micotoxina es neurotdxica y cancerigena y
es producida principalmente por algunas especies de hongos de los géneros Aspergillus
y Penicillium. Esta adsorcion parece ser mas efectiva en vinos blancos que en tintos,
debido a la competencia que existe entre los polifenoles y la OTA por los mismos sitios
de union a las paredes de las levaduras (Umarino et al., 2001). Existen diversos factores
que pueden afectar de manera importante a la capacidad de adsorcion de OTA por parte
de las manoproteinas como son: el contenido en manosilfosfato de las manoproteinas de
las levaduras, la velocidad de sedimentacion celular, dimension celular, etc. (Caridi,
2007).

11.3.3.7. Otros efectos

11.3.3.7.1. Mejorar las caracteristicas espumantes

Segun diversos estudios, algunos polisacaridos pueden mejorar las
caracteristicas espumantes (altura que alcanza la espuma, estabilidad de la espuma,
tamafio de la burbuja, efervescencia del vino, etc.) de los vinos espumosos (Moreno-
Arribas et al., 2000; Vanrell et al., 2005; Nufiez et al., 2005; Nufez et al., 2006). Dentro
de los polisacaridos, las manoproteinas que se liberan durante la autolisis de las
levaduras parecen ser, en parte las responsables de los cambios en las caracteristicas
espumantes de estos vinos (Moreno-Arribas et al., 2000).

Por otro lado, Nufiez et al. (2006) observaron que el enriquecimiento de los
vinos espumosos con manoproteinas extraidas mediante un tratamiento térmico
moderado, contribuyé a mejorar sus propiedades espumantes. Estas manoproteinas
presentaban un peso molecular comprendido entre 10 y 21,5 kDa, y su contribucion a la

calidad de la espuma parece estar relacionada con su hidrofobicidad e hidrofilidad.
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11.3.3.7.2. Participar en la formacién del velo de flor en la crianza de vinos de Jerez

El envejecimiento de los vinos de Jerez ocurre bajo la formacion de una capa de
levaduras de Saccharomyces cerevisiae que crece espontaneamente en la superficie del
vino que estéa en contacto con el aire. A estas levaduras se les conoce como levaduras de
flor, y a la capa que se forma se le denomina velo de flor, y que es fundamental para

obtener las caracteristicas especiales de este tipo de vinos (Gutiérrez et al., 2010).

De acuerdo con los estudios realizados por Alexandre et al. (2000), una
manoproteina de 49 kDa y de naturaleza hidrofobica, aislada de las paredes celulares de
las levaduras, parece estar involucrada en la formacion de este velo de flor durante la

crianza de estos vinos.
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I1.4. CRIANZA SOBRE LIAS Y TECNICAS QUE PERMITEN MEJORAR
ESTE PROCESO

La crianza sobre lias es una técnica enoldgica que se viene utilizando desde hace
décadas en vinos blancos, tanto espumosos como tranquilos, y mas recientemente en
vinos tintos. El objetivo de esta técnica es mejorar la calidad y las propiedades
sensoriales del vino (Dubourdieu, 1992; Feuillat et al., 2001; Fornairon et al., 2002;
Feuillat, 2003; Charpentier et al., 2004) debido, principalmente, a la liberacion de
ciertos compuestos durante la autolisis de las levaduras. Estos compuestos son,
péptidos, aminoéacidos, acidos grasos, nucleétidos, nucledsidos y polisacaridos.

De todos los compuestos que las lias aportan al vino durante el proceso de
autolisis, las manoproteinas parecen ser las que tienen un mayor interés enoldgico
debido a su mayor influencia sobre las caracteristicas tecnoldgicas y sensoriales de los

vinos, como se ha comentado anteriormente.

El proceso de autolisis se inicia con la destruccion de las membranas
intracelulares (membrana citoplasmatica, mesosomas), liberdndose al espacio
peripldsmico las enzimas B-glucanasas. Estas enzimas provocan la rotura de la pared
celular, debido a su accién sobre los B-(1—3)-glucanos, y la consecuente liberacion de
manoproteinas al medio. Sin embargo, este proceso de autolisis es, generalmente, un
proceso lento, ya que las condiciones en que suele realizarse (pH~3,5-4,1 y T?% 15°C)
no son las idoneas (Fornairon et al., 2002). Por ello, la crianza sobre lias se combina con
el “batonnage”, técnica que consiste en remover el vino con una barra de acero
inoxidable para mejorar el contacto de las lias con el vino y permitir una liberacién mas

rapida de las manoproteinas de las levaduras (Doco et al., 2003).

Tras la fermentacion alcohdlica, las lias consumen cantidades significativas de
oxigeno (Fornairon et al., 1999; Salmon et al., 2000), debido a la presencia de lipidos en
las membranas celulares (Salmon et al., 2000). Esta interaccion entre las lias y el
oxigeno no afecta al propio proceso de autolisis (Fornairon et al., 2002), pero si ayuda a
mantener un medio reductor, lo que puede traer consigo tanto efectos positivos como

negativos, tal y como se comentara posteriormente.
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Debido a este consumo de oxigeno, la técnica de crianza sobre lias suele llevarse

a cabo en barrica, ya que de esta forma se favorece la entrada de pequefias cantidades de

oxigeno a través de los poros de la madera, disminuyendo el efecto reductor de las lias.

Ademas, la crianza sobre lias presenta otra serie de ventajas no asociadas

Unicamente a las manoproteinas liberadas de las levaduras:

La naturaleza reductora de las lias protege a los compuestos fendlicos de la
oxidacion (Fornairon y Salmon, 2003; Salmon, 2006), ya que las lias tienen
mayor potencial de consumo de oxigeno que los polifenoles (Salmon, 2006).
Por ello, la presencia de lias en el medio permite mantener concentraciones de
antocianos monoméricos mas altas y reducir el pardeamiento de los vinos,
debido a que al haber menos oxigeno en el vino estos compuestos fendlicos se
oxidan en menor medida (Palomero et al., 2007; Moreno-Arribas et al., 2008).
Sin embargo, algunos autores han observado una disminucion en la
concentracion de antocianos monoméricos debido a su adsorcion sobre las
paredes celulares de las levaduras (Rodriguez et al., 2005; Morata et al., 2005),
que va a depender del tipo de cepa de levadura utilizada y del tipo de antociano
estudiado. Estos resultados contradictorios pueden ser explicados debido a que
las interacciones entre los antocianos y las paredes celulares de las levaduras
son débiles y reversibles (Vasserot et al., 1997; Morata et al., 2003). La crianza
sobre lias también permite reducir el pardeamiento de los vinos por adsorcién
de los compuestos fendlicos no antocianicos sobre las paredes celulares de las
levaduras. Lopez-Toledano et al. (2006) y Razmkhab et al. (2002) encontraron
una reduccién de la concentracion de los pigmentos poliméricos pardos que se
forman por las reacciones de oxidacion y condensacion de los compuestos
fendlicos. Ademas, Razmkhab et al. (2002) observaron que tanto las levaduras
como las paredes celulares de levaduras llevaron a cabo una retencion de

algunos flavanoles como catequina, epicatequina y algunas proantocianidinas.
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Durante la autolisis de las levaduras también se liberan otros compuestos como
aminoacidos y/o lipidos que pueden ser precursores aromaticos, mejorando la
fraccion aromatica de los vinos. Los lipidos liberados de estas levaduras pueden
favorecer la formacion de ésteres y aldehidos volatiles (Charpentier et al.,
1993).

Las lias pueden adsorber diferentes compuestos volatiles que son causantes de
defectos organolépticos en los vinos, como es el caso de los etilfenoles
(Chassagne et al., 2005; Pradelles et al., 2008).

Sin embargo, la crianza sobre lias también presenta ciertas desventajas o

inconvenientes:
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Es una practica que implica una mayor dedicacion de los recursos de la bodega
(mayor cantidad de mano de obra para realizar el “batonnage”, depdsitos,

barricas, inmovilizacion de los stocks, etc.).

El consumo de oxigeno por las lias conlleva un mayor riesgo de aparicion de
olores a reduccion (Chatonnet, 2000; Feuillat et al., 2001).

Pueden producirse desviaciones organolépticas (Chatonnet, 2000; Zamora,
2002) debidas al desarrollo de microorganismos no deseados como
Brettanomyces, debido principalmente, al mayor aporte de nutrientes que

favorece el desarrollo de estos microorganismos.

Puede favorecerse la formacion de aminas bidégenas (Gonzalez-Marco y Ancin-
Azpilicueta, 2006; Martin-Alvarez et al., 2006) ya que durante la autolisis se
pueden liberar aminoacidos, y las lias pueden contener diferentes
microorganismos con actividad descarboxilasa que transforman los

aminoécidos en aminas bidgenas.
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11.4.1. Adicion de enzimas B-glucanasas

La adicion de enzimas B-glucanasas a los vinos de forma exdgena favorece la
liberacion de los polisacaridos (glucanos) y manoproteinas de las levaduras
(Charpentier y Freyssinet, 1989).

Desde hace muchos afios, las empresas que suministran productos enol6gicos
vienen desarrollando y comercializando distintas preparaciones enzimaticas con el
objetivo de acelerar el proceso de autolisis en los vinos que son envejecidos sobre lias.
Estos productos son preparados que principalmente contienen enzimas con actividad -
glucanasa, aunque también pueden llevar enzimas pectinoliticas. Tradicionalmente, el
empleo de estas preparaciones comerciales con actividad B-glucanasa ha estado
destinado a mejorar la filtracién y clarificacion de los vinos en vendimias afectadas por
Botrytis cinerea. Sin embargo, actualmente se estan utilizando también para acelerar la
liberacion de polisacaridos durante la crianza de los vinos sobre lias (Pellerin y
Tessarolo, 2001) debido a que se reducen costes en el proceso de elaboracion, ya que se
logra acelar el proceso de autolisis.

Las enzimas B-glucanasas hidrolizan los B-glucanos que se encuentran unidos a
la quitina y a las manoproteinas, y que se encargan de dar forma y estructura a la pared
celular de las levaduras. De este modo, ademas de inducir la liberacion de
manoproteinas al vino, la accién de estas enzimas produce la liberacion de glucosa y de
oligosacéridos debido a la ruptura de los enlaces B-glucosidicos que unen las cadenas de
B-glucanos (Humbert-Goffard et al., 2004).

Palomero et al. (2009) concluyeron que la cantidad y tipo de polisacaridos
liberados por la accién de las enzimas B-glucanasas va a depender tanto de la cepa de
levadura como de la enzima comercial utilizada. Ademas, estos autores pusieron de
manifiesto que la fraccion de polisacaridos era de menor tamafio en los vinos que fueron
adicionados con enzimas B-glucanasas. Estos polisacaridos de menor tamafio no
precipitan o lo hacen en menor medida, pudiéndose favorecer, por tanto, la
estabilizacién coloidal de los vinos.
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Todas las preparaciones comerciales de enzimas [-glucanasas autorizadas para
uso enoldgico son sintetizadas y aisladas a partir de Trichoderma ssp., cultivada en las
condiciones Optimas para su produccion y purificacion. Sin embargo, si no se lleva a
cabo un buen proceso de purificacion, estas preparaciones enzimaticas pueden incluir
enzimas con cierta actividad B-glucosidasa inespecifica que es perjudicial para la
crianza de los vinos tintos sobre lias (Palomero et al., 2007), ya que pueden producir
pérdidas de color debido a la ruptura de los enlaces glucosidicos de los antocianos.

11.4.2. Microoxigenacion aplicada a la crianza sobre lias

Como se ha comentado anteriormente, las lias consumen oxigeno favoreciendo
la aparicion de olores a reduccién no deseados, y por ello la adicion de pequefias y
controladas cantidades de oxigeno podria mejorar el proceso de crianza tradicional
sobre lias.

La microoxigenacién es una técnica que consiste en aportar al vino pequefias y
controladas cantidades de oxigeno de forma continuada durante un periodo de tiempo
determinado a través de un microdifusor poroso (figura 11.26) (Moutounet, 2003). Por
tanto, el uso combinado de la técnica de microoxigenacion y la crianza de vinos sobre
lias puede reducir o eliminar la aparicion de aromas reductivos, especialmente los
azufrados (Moutounet, 2003; Roig y Yerlé, 2003). Es importante eliminar estos
compuestos azufrados del vino a tiempo, ya que si no pueden transformarse en otros
compuestos volatiles también azufrados que generan olores desagradables en el vino y

que son mucho mas dificiles de eliminar (Rauhul, 2009).
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= Potenciar las notas frutales y favorecer la integracion de los aromas, y al
mismo tiempo reducir la intensidad de los aromas herbaceos o vegetales del
vino (Moutounet, 2003; Ortega-Heras et al., 2008).

= Mejorar la palatabilidad del vino, reduciendo la sensacion de aspereza y
sequedad producida por los taninos, los cuales reaccionan modificando su
estructura y dando lugar a moléculas poliméricas mas complejas y voluminosas
y de menor capacidad astringente (Gonzalez-Sanjosé et al., 2008; Parish et al.,
2000; Gémez-Plaza y Cano-Lopez, 2011).

Esta técnica fue autorizada por la Comision Europea en 1996 y desde hace
algunos afios es utilizada en paises como Espafia, Francia, Italia, Australia, Nueva

Zelanda, Estados Unidos y Chile.

La microoxigenacién se puede aplicar en cualquier etapa del proceso de
elaboracion, aunque los momentos mas adecuados/necesarios son durante la
fermentacion alcohdlica de mostos tanto blancos como tintos, y tras finalizar la
fermentacion alcohdlica y antes de que empiece la fermentacion malolactica en vinos
tintos. Las dosis de aplicacion son relativamente pequefias, abarcando un rango de 2-90
mg Oy/litro de vino/mes, dependiendo del tipo de vino y del momento de aplicacion
(Dykes, 2007).

A la hora de llevar a cabo la microoxigenacion con o sin lias, hay que tener en

cuenta una serie de parametros o factores:

= La velocidad de aporte del oxigeno debe ser menor que la velocidad de
consumo para evitar principalmente oxidaciones (Moutounet et al., 1995).

= La superficie de contacto gas/liquido va a determinar la cantidad de oxigeno
disuelto. Asi, cuanto mayor sea la superficie de contacto entre el oxigeno y el
vino, mayor serd la cantidad de oxigeno disuelto (Moutounet y Vidal, 2006).
Esta superficie de contacto va a depender fundamentalmente del tipo de difusor
que se utilice, la posicidn del difusor en el depdsito y la altura del depdsito
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(Ortega-Heras et al., 2007; Sanchez-Iglesias, 2007). La mayor superficie de
contacto se consigue con un difusor que permita la formacién de burbujas lo
mas pequefias posibles, colocado a una altura aproximada de unos 10 o 20
centimetros sobre el fondo del depésito de acero. Ademas, se tiene que
mantener una altura minima del depdsito de 2,5 metros para que las burbujas de
oxigeno que salen del difusor tengan el espacio suficiente (altura) para
disolverse completamente en el vino, y para que la presion que ejerce la
columna de vino impida el aumento de su tamafio (S&nchez-lglesias, 2007).

= No todos los vinos son aptos para ser microoxigenados, ya que deben ser vinos
con un minimo de 30-40 IPT, y tener una relacion adecuada entre la
concentracion de antocianos y taninos. La dosis a aplicar tanto antes como
después de la fermentacion malolactica, sera mayor cuanto mayor sea la
concentracion de compuestos fendlicos del vino, y en especial de taninos verdes
(Ortega-Heras et al., 2007).

= La temperatura del vino es otro factor importante ya que influye tanto en la
solubilidad del oxigeno como en la velocidad a la que ocurren las reacciones de
oxidacion. Asi, a bajas temperaturas se produce una mayor disolucion del
oxigeno y ademas se reduce el consumo de oxigeno ya que las reacciones en las
que interviene se producen mas lentamente. Por ello, es necesario mantener una
temperatura adecuada que permita el equilibrio entre ambos factores y que Roig
y Yerlé (2003) establecieron entre 14 y 18 °C.

= La concentracion de SO, no afecta directamente a la concentracion de oxigeno,
pero si se acumula oxigeno, el SO, actla como antioxidante del vino y puede
interferir en las reacciones de formacién de nuevos pigmentos y compuestos

poliméricos.

= Otros parametros o factores que hay que controlar para llevar a cabo la
microoxigenacion de forma adecuada son la acidez volatil, la presencia de

etanal, y la presencia de otros microorganismos como Brettanomyces.
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= En el caso de la microoxigenacién con lias, ademas hay que controlar la
turbidez del vino con el propdsito de evitar un consumo de oxigeno
incontrolado, reducir el riesgo de desarrollo de microorganismos indeseables y
la obturacion de las membranas del difusor (Ortega-Heras et al., 2007). Se

recomienda que los valores de turbidez sean inferiores a 100 NTUSs.

A dia de hoy no se conocen muchos estudios cientificos del efecto que el uso
combinado de la microoxigenacion y la crianza sobre lias tiene sobre las caracteristicas
sensoriales de los vinos. Sartini et al. (2007) y Arfelli et al. (2011) estudiaron el efecto
del uso combinado de las técnicas de microoxigenacion, lias y chips de madera de roble
sobre la composicion fendlica, la fraccion volatil y el perfil sensorial de vinos tintos.
Sartini et al. (2007) observaron ligeras modificaciones en la composicion fendlica, y
una mayor estabilidad del color debido a la formacién de pigmentos poliméricos de
color rojo-azulados que son mas estables. Sin embargo es dificil establecer si este efecto
es debido a la microoxigenacion, a las lias, a los chips o a la accién conjunta de estas
técnicas. Por otro lado, Arfelli et al. (2011) observaron que el uso combinado de estas
técnicas fue méas importante en el perfil sensorial del vino que en su fraccion volatil, y
encontraron cambios significativos solamente en alguno de los compuestos volatiles

analizados.

62



INTRODUCCION. Técnicas alternativas a la crianza sobre lias

11.5. TECNICAS ALTERNATIVAS A LA CRIANZA SOBRE LIAS
11.5.1. Preparados comerciales derivados de levadura

En los dltimos afios se han estado desarrollando diferentes preparaciones
comerciales ricas en polisacaridos obtenidas a partir de la levadura Saccharomyces
cerevisiae, y su aplicacion en el vino puede aportar los compuestos responsables de los

efectos positivos de una crianza sobre lias.

En la actualidad existen distintos métodos de extraccion de estos compuestos de
la pared de las levaduras, siendo los mas habituales la extraccién enzimética y la
extraccion fisica por tratamiento térmico. En el método enzimético, primero se lleva a
cabo una hidrolisis de las paredes celulares por la accién de enzimas B-glucanasas,
seguido de un proceso de aislamiento de las fracciones obtenidas mediante filtracion o
ultrafiltracién, y una ultima etapa de purificacién. El segundo método consiste en tratar
las paredes celulares de la levadura a temperaturas muy elevadas (100-120 °C). Ambos
meétodos se llevan a cabo tras el crecimiento de las levaduras en unas condiciones de
cultivo determinadas (medios concentrados y ricos en azUcares) (Pozo-Bayon et al.,
2009a).

La heterogeneidad de estos preparados comerciales en cuanto a su estructura y
composicién quimica se debe a las diferencias en los procesos de extraccion y
purificacion empleados y pueden clasificarse en (Pozo-Bayon et al., 2009a):

= Levaduras secas inactivas: El proceso de obtencion consiste en la inactivacion

térmica de la levadura y su posterior secado.

= Autolisados de levadura: Se obtienen por inactivacion térmica con un proceso

de incubacion que permite la liberacion de enzimas de la levadura que degradan
parte del contenido intracelular. Estan formados tanto por materia soluble como
insoluble procedente de las paredes celulares.

= Extractos de levadura: Son el extracto soluble que se obtiene tras la degradacion

total del contenido citoplasmatico.
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= Paredes o cortezas de levadura: Se obtienen por centrifugacion durante el

proceso de obtencion de los extractos de levadura. Son insolubles y estan
compuestos Unicamente por las paredes de la levadura sin contenido

citoplasmatico.

Generalmente se encuentran disponibles pocas preparaciones comerciales de
manoproteinas con alto grado de purificacion, principalmente debido a que es un
proceso bastante laborioso y costoso. Por ello, la mayor parte de las preparaciones que
se comercializan son del tipo autolisados de levadura o paredes de levadura.

La heterogeneidad de estos compuestos puede dar lugar a efectos muy diferentes
en el vino dependiendo del preparado comercial empleado. Ademas, la falta de
informacién sobre los mecanismos de accion que estos productos tienen sobre los vinos
dificulta la eleccién de un determinado producto. Este hecho ha sido puesto de
manifiesto por algunos autores que han estudiado el efecto de diversos preparados
comerciales sobre la composicién quimica y las caracteristicas sensoriales de los vinos
(Guadalupe et al., 2007; Guadalupe y Ayestaran, 2008; Pozo-Bayén et al., 2009b;
Guadalupe et al., 2010; Del Barrio-Galan et al., 2010). Sin embargo, su verdadero

impacto en la calidad de los vinos ain no se conoce en profundidad.

Estas preparaciones comerciales, especialmente las que no han sido sometidas a
un elevado grado de hidrélisis, pueden combinarse con la utilizacion de enzimas B-
glucanasas. Francois et al. (2007) observaron que la adicion simultanea de
preparaciones de levaduras inactivas junto con enzimas B-glucanasas dio lugar a vinos
con mayor intensidad de color y mas estable a lo largo del tiempo. Ademas estos vinos

fueron ligeramente mas ricos en polisacaridos totales.

El uso de las manoproteinas como aditivo enolégico durante la vinificacion para
mejorar la estabilidad tartérica y proteica fue autorizado por la Unién Europea en 2005
(Reglamento CE n° 2165/2005 de 20 de Diciembre de 2005). Ademas, también esta
autorizado el uso de preparados comerciales de paredes celulares de levadura hasta un
limite de 40 g/HL (Reglamento CE n° 606/2009 de 10 de Julio de 2009).
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11.5.2. Utilizacién de fragmentos, trozos o virutas de madera

La utilizacion de fragmentos de distinto tamafio de madera de roble,
comunmente llamados chips, es una técnica conocida y aplicada en bodega durante la
ultima década principalmente en paises fuera de la Unién Europea como Australia,

Estados Unidos, Chile, Argentina o Sudafrica, donde esta practica es bastante habitual.

Después de afios de discusion, la Unién Europea autorizé el uso de fragmentos
de madera de roble en la elaboracion de los vinos (CE Reglamento 2165/2005 de 20 de
Diciembre de 2005) y regul6 la denominacién y presentacion de los vinos tratados con
fragmentos de madera de roble (CE Reglamento 1507/2006 de 11 de Octubre de 2006).
Asi, la Unién Europea permite su utilizacion con mayor o menor grado de tostado,
siempre que el 95% de los fragmentos supere los 2 mm de tamafio y no liberen

sustancias en concentraciones que puedan presentar un riesgo para la salud.

Los productos alternativos de madera de roble se clasifican en funcién de
diversos factores como son el origen botanico y/o geografico de la madera
(principalmente americano y francés), el grado de tostado (sin tostar, tostado ligero,
medio y alto) y el tamafio (polvo, virutas o chips, cubos, trozos de madera granulada,
dominds, bloques o segmentos, sticks y duelas o travesafios) (figura 11.27). Todos estos
productos (excepto las duelas) se suelen utilizar en bolsas o sacos microperforados a
modo de infusidn, que se introducen directamente en los depdsitos de acero inoxidable
0 en barricas ya usadas, pudiendo en este Ultimo caso alargar el tiempo de vida util de
dichas barricas (Del Alamo Sanza, 2006).

Ademas, el uso de estos productos en depésito de acero inoxidable puede
combinarse con la aplicacion de microoxigenacion, con el objetivo de “imitar” la
crianza en barrica (Sartini et al., 2007; Arfelli et al., 2011). Asi, se conseguiran reducir

los costes de produccidn y tener una mayor flexibilidad y facilidad de manejo.
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Polvo

Granulados Dominos Blogues o segmentos

Sticks Duelas

Figura 11.27. Diferentes formatos de productos alternativos de madera de roble existentes en el

mercado.

Los efectos que se consiguen con la utilizacién de los fragmentos de madera son

similares a los que se pueden conseguir durante el envejecimiento en barrica:

= Estabilizar el color, debido principalmente a la liberacion de compuestos
fendlicos procedentes de la madera de roble que pueden interaccionar con los
antocianos, formando compuestos mas estables que evitan la degradacion de los
antocianos libres. Ademas, los elagitaninos de la madera pueden actuar como
antioxidantes, evitando la oxidacion de antocianos y otros compuestos

fenodlicos.
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= Aumentar el dulzor, la estructura y el volumen en boca del vino, debido
principalmente al aporte de polisacaridos y taninos procedentes de la madera de
roble.

= Aumentar la expresién afrutada del vino, debido principalmente a las
whiskylactonas que aportan notas citricas y de coco cuando llegan a

concentraciones elevadas.

= Aportar compuestos volatiles que modifican las caracteristicas aromaticas del

vino, aumentando su complejidad.

A lo largo de los ultimos afios se han encontrado diferentes trabajos que han
estudiado el efecto de la adicién de productos alternativos de madera de roble al vino
sobre la composicion volatil (Pérez-Coello et al., 2000; Arapitsas et al., 2004; Guchu et
al., 2006; Orddfiez et al., 2006; Frangipane et al., 2007; Martinez-Garcia et al., 2007;
Rodriguez-Bencomo et al., 2008; Rodriguez-Bencomo et al., 2009), la composicién
fendlica y el color de los vinos tintos (McCord, 2003; Del-Alamo et al., 2004a y b; Del-
Alamo y Nevares, 2006; De-Conink et al., 2006; Gomez-Cordovés et al., 2006; Pérez-
Magarifio et al., 2009; Ortega-Heras et al., 2010) y en las caracteristicas sensoriales
(Ortega-Heras et al., 2010; Pérez-Magarifio et al., 2011; Arfelli et al., 2011).

Ademas, se ha determinado que los parametros que producen una mayor
variabilidad al utilizar alternativos a la madera de roble son el tamafio, la dosis y el
grado de tostado, siendo menos importante el origen geogréafico del roble utilizado (Del-
Alamo et al., 2004a y b; Arapitsas et al., 2004; De-Conink et al., 2006; Guchu et al.,
2006; Frangipane et al., 2007; Rodriguez-Bencomo et al., 2008; Pérez-Magarifio et al.,
2009).
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La madera de roble sin tostar puede mejorar las caracteristicas sensoriales de los

Vvinos como:

- La estabilidad de color debido al aporte de taninos, aunque si la cantidad es

elevada puede aumentar la sensacion de dureza en boca del vino.

- El aumento del dulzor y volumen en boca, debido a que el contenido en
polisacéridos, principalmente celulosa y hemicelulosa es mayor que en la
madera tostada, donde muchos de estos compuestos son degradados durante
el proceso de tostado. Asi, estudios llevados a cabo por Nonier et al. (2005) y
Alafnodn et al. (2010) han indicado que la madera sin tostar es mas rica en
diversos monosacaridos como la arabinosa, galactosa, xilosa, manosa,
glucosa y fructosa. Estos monosacaridos proceden de la hemicelulosa de la
madera que se hidroliza facilmente en las condiciones &cidas del vino
(figura 11.28).

- El aumento de la expresién afrutada, debido a la presencia principalmente de
whiskylactonas que se encuentran en mayores concentraciones en la madera
sin tostar. Ademas, aunque en menor medida, la madera sin tostar puede
aportar otros compuestos aromaticos que daran al vino una mayor

complejidad sensorial (figura 11.28).

Por todo ello, aunque los compuestos aportados por la madera, en especial los
polisacaridos, son diferentes a los procedentes de las paredes celulares de las levaduras
(Viriot et al., 1993; Nonier et al., 2005), la adicion de chips sin tostar podria conseguir
unas caracteristicas sensoriales (volumen en boca, estabilidad de color, complejidad

aromatica, etc.) similares a las encontradas en los vinos con crianza sobre lias.
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Figura 11.28. Caracteristicas de la madera en funcion del nivel de tostado (Béteau y Roig-Josa,
2006).

Sin embargo, en la busqueda bibliografica realizada no se han encontrado
estudios que evallUen el efecto de la madera de roble sin tostar sobre la composicion
fendlica y de los polisacaridos del vino. Unicamente, Rodriguez-Bencomo et al. (2010)
han estudiado el efecto que tiene la adicién de chips de madera de roble sin tostar
durante la fermentacion alcohdlica sobre la fraccién volatil de un vino tinto. Estos
autores, en general observaron un aumento de la mayoria de los compuestos volatiles
analizados, excepto en el caso de la y-butirolactona y la y-nonalactona y los fenoles

volatiles.
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11.6. LA CRIANZA EN BARRICA

La crianza o envejecimiento de los vinos en barricas de roble es una practica
tradicional que se ha convertido en uno de los procesos fundamentales que mejoran la
calidad de los vinos. Los vinos envejecidos en barrica de roble son muy apreciados por
los consumidores, de hecho, un estudio llevado a cabo por Pérez-Magarifio et al. (2011)
mostro que el 88% de los encuestados preferia los vinos tintos envejecidos en madera a

los vinos jovenes.

La crianza del vino en barricas de roble es un fendmeno complejo en el que
tienen lugar diversos procesos. En primer lugar, la madera de roble aporta al vino
compuestos aromaticos y fendlicos que mejoran su calidad aromatica y gustativa
(figura 11.29). Por otra parte, la crianza en barricas permite una oxigenacion moderada
que tiene lugar a través de los poros de la madera, a través de los espacios interduelas y
a través del esquive o tampon. Esta microoxigenacion natural trae consigo cambios en
el color, estructura y aroma del vino, ya que favorece las reacciones de polimerizacién y
condensacion de los antocianos y otros compuestos fendlicos del vino (Pontallier et al.,
1982; Vivas, 2000; Fulcrand et al., 2006). Asi mismo se produce la precipitacion de
parte de la materia colorante del vino, evitando que precipite posteriormente en la
botella (Ribéreau-Gayon et al., 2003).

Desde el punto de vista quimico, la madera estd compuesta por células muertas
que contienen un 50% de celulosa, un 20% de hemicelulosa y un 30% de lignina,
aproximadamente (Alafion et al., 2010). Sin embargo, en la madera de roble también
hay compuestos fendlicos, fundamentalmente &cidos fendlicos, taninos hidrolizables
(galotaninos y elagitaninos), taninos condensados, otros flavanoles y cumarinas
(Chatonnet, 1992). Algunos de estos compuestos pueden ser liberados directamente al
vino, mientras que otros son originados durante los procesos de secado (Vivas, 1995 ay
b) y/o tostado de las duelas (Chatonnet, 1991; Cutzach et al., 1997).
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Figura 11.29. Influencia de la crianza en barrica sobre la evolucion del vino tinto (extraido de

Zamora, 2003).

Entre los &cidos fendlicos de la madera de roble destacan fundamentalmente el
acido galico y su dimero, el &cido elagico. Ambos é&cidos pueden actuar como
copigmentos, contribuyendo a estabilizar el color de los vinos tintos (Mazza y
Brouillard, 1990), y evitar la oxidacion de los antocianos (Vivas y Glories, 1996).

Los taninos procedentes de la madera de roble son conocidos como taninos
hidrolizables (galotaninos y elagitaninos). Los galotaninos (trigalil-glucosa y pentagalil-
glucosa) son poco abundantes en la madera de roble, por lo que no afectan de manera
significativa a las propiedades sensoriales de los vinos (Vivas, 1997). En boca,
presentan un caracter acido, ligeramente astringente y muy amargo. La hidrdlisis acida
de este tipo de taninos produce la liberacion de acido galico. Los elagitaninos, como la
vescalagina, grandinina, castalagina y roburina D, son mas abundantes en la madera de
roble, principalmente en la madera sin tostar (Cadahia et al., 2001). Este tipo de taninos

se caracterizan por ser muy astringentes. Un aporte moderado de elagitaninos puede
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contribuir a reforzar la estructura de los vinos. Sin embargo, un exceso de estos
compuestos puede dar lugar a vinos muy maderizados. Por otro lado, la hidrélisis &cida
de los elagitaninos da lugar a &cido elagico (Zamora, 2003).

Los taninos condensados y flavanoles monémeros y dimeros no son muy
abundantes en la mayoria de especies de roble y estan localizados principalmente en la

corteza de la madera de roble (Vivas, 1997).

Las cumarinas se forman mediante esterificaciones intramoleculares. En la
madera de roble, estos compuestos pueden encontrarse aislados o en forma de
heterdsido (escopolina y esculina). En la madera verde, se encuentran mayoritariamente
en forma de heterosidos, los cuales son muy amargos (Puech y Moutounet, 1988;
Ribéreau-Gayon et al., 2003). Sin embargo, durante el secado natural de la madera se
produce la hidrdlisis de estos heterdsidos, debido a la accion de la enzima cumarina
esterasa, dando como resultado las correspondientes agliconas (escopoletina y

esculetina), las cuales son menos amargas y de caracter mas acido (Vivas, 1995b).

Por otro lado, cuando los vinos son envejecidos en barricas de roble también se
produce la liberacion de diversas sustancias volatiles de la madera al vino, aportando
mayor complejidad a estos vinos y mejorando sus caracteristicas sensoriales. Estas
sustancias suelen agruparse en diversas familias en funcién de su estructura y origen
(Boidron et al., 1988): derivados furanicos, otros heterociclos volatiles y &cido acético,
aldehidos fenolicos, lactonas, fenoles volatiles y fenil cetonas.
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MATERIALES Y METODOS

I11.1. ELABORACION DE LOS VINOS Y EXPERIENCIAS REALIZADAS

La elaboracion de los vinos blancos y tintos que se han estudiado en esta Tesis
Doctoral se ha llevado a cabo en la bodega experimental de la Estacién Enoldgica del
Instituto Tecnoldgico Agrario de Castilla y Ledn, situada en el municipio vallisoletano
de Rueda. Se siguieron los métodos de elaboracion tradicional en vinos blancos y tintos.
Los vinos tintos se elaboraron con uvas de la variedad Tempranillo procedentes de la
D.O. Cigales y los vinos blancos con uvas de la variedad Verdejo de la D.O. Rueda.

Las uvas fueron recolectadas manualmente en su momento éptimo de madurez,
basado principalmente en la relacién entre el contenido en azucar (°Brix) y la acidez
total. En todos los casos, las uvas recolectadas presentaron un perfecto estado sanitario.
Tras la recoleccion, las uvas fueron transportadas en cajas de plastico de 15 Kg hasta la
bodega experimental de la Estacion Enol6gica. Los racimos de uvas fueron
despalillados y estrujados, y a continuacién la masa de vendimia obtenida fue

ligeramente sulfitada, 0,04 g/L en los vinos tintosy 0,05 g/L en los vinos blancos.

En el caso de los vinos tintos, tras el estrujado, la masa fue llevada a depésitos
de acero inoxidable de distinto tamafio dependiendo de la experiencia a realizar, donde
se llevo a cabo la fermentacion alcohdlica mediante la adicion de levadura comercial de
Saccharomyces cerevisiae (20 g/HL de Excellence sp, Lamothe-Abiet) a una
temperatura de entre 25-28 °C.

En el caso de los vinos blancos, tras el despalillado y estrujado, la masa fue
prensada, y el mosto obtenido fue llevado a depésitos de acero inoxidable en los que se
adicionaron enzimas pectinoliticas (2 g/HL de Vinozym FCE, Novozymes) para
favorecer la precipitacion de sustancias coloidales. Tras 24 horas a 12 °C, el mosto se
trasegd a diferentes depdsitos de acero inoxidable que fueron inoculados con levadura
comercial Saccharomyces cerevisiae (20 g/HL de 10C 18-2007 (Institut Oenologique
de Champagne)). La fermentacion alcohdlica se llevd a cabo a temperatura controlada
de 16 °C + 2°C.

Una vez finalizada la fermentacion alcohdlica, tanto los vinos tintos como los

vinos blancos permanecieron 4 dias en los depositos para favorecer la sedimentacion de
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las lias gruesas. A continuacion, estos vinos fueron trasegados a otros depdsitos donde
permanecieron entre 4 y 5 dias para favorecer la sedimentacién de las lias finas.
Transcurrido este tiempo, los vinos fueron de nuevo trasegados y las lias fueron

recogidas para ser usadas en los ensayos de crianza sobre lias.

Tras la fermentacién alcohdlica, se aplicaron los distintos tratamientos que han
sido estudiados en este trabajo y que se indican de forma detallada en los apartados que
vienen a continuacion. Una vez finalizados los distintos tratamientos, los vinos blancos
fueron clarificados con bentonita, filtrados por placas filtrantes de 0,8 um (KD BECO,
Agrovin) y embotellados. Los vinos tintos llevaron a cabo la fermentacién malolactica
mediante la inoculacion de una preparacién comercial de bacterias lacticas de
Oenococcus Oeni (Viniflora, CHR Hansen). A continuacion, los vinos tintos fueron
filtrados por placas de 1,5 um (BM BECO, Agrovin) y embotellados o envejecidos en

barrica en funcién del estudio realizado.

Tanto en los vinos blancos como los vinos tintos, su envejecimiento en botella o en
barrica se realiz6 en condiciones de humedad y temperatura controlada en la bodega
subterranea de la Estacion Enoldgica.

A continuacion se indican las diferentes experiencias llevadas a cabo:

= 12 Caracterizacion de los polisacaridos de preparaciones comerciales de levaduras

secas v su efecto sobre la composicién de vinos blancos vy tintos.

Este estudio se llevd a cabo con un vino blanco de la variedad Verdejo y un vino
tinto de la variedad Tempranillo de la vendimia de 2007, siguiendo los procesos

tradicionales de vinificacion en blanco y en tinto, respectivamente.

Una vez finalizada la fermentacion alcohdlica, los vinos fueron divididos en
diferentes tanques de acero inoxidable de 16 L de capacidad. A cada uno de estos vinos
se le adicionaron 6 productos derivados de levadura comerciales distintos, de diferentes
casas comerciales y con diferente composicién (figura 111.1). Los productos
comerciales utilizados, su fabricante, las caracteristicas de estos productos y sus efectos
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en el vino segun la informacion reflejada en sus fichas técnicas, aparecen recogidas en
la tabla I11.1. Los productos YD 1, YD 2, YD 3, YD 4 y YD 5 fueron adicionados tanto
a los vinos blancos como a los vinos tintos. El producto comercial YD 6-R fue aplicado
s6lo a los vinos tintos y el YD 6-W s6lo a los vinos blancos. Ambos productos eran del
mismo fabricante, pero segun sus indicaciones el primero mejoraba las caracteristicas
organolépticas de los vinos tintos y el segundo las de los vinos blancos. Estos vinos
fueron comparados con un vino control (C) al que no se le adicioné ningin producto. La
dosis de aplicacion de estos productos fue de 40 g/HL (dosis maxima recomendada por
los fabricantes).

FINDE LAFERMENTACION ALCOHOLICA

| — =1
VINOS TINTOS 2007 Porduplicado VINOS BLANCOS 2007
YD6-R ﬁc Y%l
> <
Porduplicado
3
= s l
1] 1 3 E
bogd gy 8 -0
" F " E s I
c g o2 YD 4 ﬂ YD6-R YD1
YD1 YD3 YD5

Figura I111.1. Esquema de los tratamientos llevados a cabo en vinos blancos y tintos de la 12

experiencia.
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Tabla I11.1. Composicion y caracteristicas de los diferentes derivados de levadura comerciales

empleados.
Derivado de Eabricante Composiciony Efectos indicados por los
levadura caracteristicas fabricantes
Disminuye la astringencia y
aumenta las sensaciones de cuerpo
Producto con levaduras y volumen en boca. Aumenta la
YD1 Agrovin autolisadas ricas en persistencia y estabilidad de los
polisacaridos. aromas. Mejora la estabilidad de
color. Mejora la estabilidad
tartarica y proteica.
Disminuye la astringencia y
Producto con  levaduras aumenta las sensaciones de cuerpo
. . y volumen en boca. Aumenta la
. autolisadas ricas en X . -
YD 2 Agrovin oolisacaridos y con actividad persistencia y establlldac_i_ de los
B-glucanasa aromas. Mejora la estabilidad de
g ' color. Mejora la estabilidad
tartarica y proteica.
Aumenta la sensacion de volumen
Producto con polisacaridos y _redon_dez. Disminuye la
. . astringencia 'y aumenta la
YD 3 Sepsa-Enartis parietales extraidos ersistencia aromatica. Mejora la
P enzimaticamente de paredes PETSISte matica. Viejora
. estabilidad tartarica y proteica.
de levadura seleccionadas.
Favorece el desarrollo de la
fermentacion malolactica.
Contiene una  fraccion Aumenta la sensacion de dulzor.
entidica encontrada en_ las Favorece la eliminacién de
YD 4 Laffort Ipe\f)a duras Ue posee un determinados polifenoles
ran poder Z du(icoraﬁte responsables del amargor y de la
granp ' astringencia.
Constituido  exclusivamente Aporta _redqndez Y volgmen en
oor polisacéridos de la pared boca._Dlsmlnuye la astringencia.
Contribuye a  mejorar la
. . celular de las levaduras. A | | |
YD5 Bio Springer Contiene  un  25%  de estab!l!zac!on de _color, y la
manooroteinas  libres estabilizacion tartérica y proteica.
P y Contribuye a  prevenir las
altamente solubles. . o
desviaciones organolépticas.
YD 6-W Producto a base de paredes Permite redondear y suavizar Igs
(exp. 1) . vinos, generando un gusto mAas
AEB celulares de levadura rico en ;
YD7 . - complejo. Aumenta el volumen en
manoproteinas y nucledtidos
(exp. 2) boca.
Producto con paredes . . .
. Permite obtener vinos con mas
YD 6-R celulares de levadura ricas en CUErDO.  tANINGS  SUAVES una
(exp. 1) manoproteinas y nucleotidos. Po, ) ' y
AEB . mayor persistencia en boca.
YD 6 Manoproteinas con un peso X -
X Previene la  formacion de
(exp. 2) molecular medio de 150 . .
KDa. tonalidades anaranjadas.
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Los tratamientos se llevaron a cabo tras la fermentacion alcohdlica, en el caso de
los vinos blancos, y tras la fermentacién alcohdlica y antes de la fermentacion
malolactica, en el caso de los vinos tintos. En ambos vinos tuvieron una duracion de 60
dias. Tras finalizar los tratamientos, los vinos blancos fueron filtrados y embotellados.
Los vinos tintos, tras finalizar la fermentacion malolactica también fueron filtrados y
embotellados. Las muestras para el analisis se tomaron al final del tratamiento y tras la
fermentacién malolactica (en el caso de los vinos tintos) y transcurridos 3 meses de

envejecimiento en botella.

Con estos vinos se llevo a cabo el trabajo que aparece recogido en el capitulo 1

del apartado de resultados y discusion.

= 28 Estudio de las interacciones entre los compuestos fenolicos o volatiles vy las lias de

levadura, derivados comerciales de levadura y chips sin tostar en soluciones modelo y

en vinos tintos jovenes.

Esta experiencia se llevd a cabo sobre dos soluciones hidroalcohdlicas de vino
modelo. El vino modelo contenia un 13% de etanol (v/v); 4 g/L de &cido tartérico; 3 g/L
de &cido DL-malico; 0,1 g/L de acido acético glacial; 0,1 g/L de sulfato potésico y 0,1
de sulfato de magnesio heptahidratado. EI pH fue ajustado a 3,5 con hidréxido sédico
IN. A una de las soluciones de vino modelo se le adicionaron 9 compuestos fendlicos y
a la otra se le adicionaron 10 compuestos volatiles, en las concentraciones que aparecen
recogidas en la tabla 111.2. Tras la adicion de los compuestos y su homogeneizacion, las
2 disoluciones fueron dispuestas en botellas a las que se adicionaron los 7 derivados de
levadura comerciales ensayados en el estudio anterior (40 g/HL), lias finas (3% v/v) (L)
y chips de madera de roble francés sin tostar (Bois Frais, Boise France), (4 g/L) (CH).
Las lias fueron obtenidas a partir de un vino blanco de la variedad Verdejo elaborado
siguiendo el proceso de vinificacion tradicional en blanco. Las botellas de solucién de
vino modelo sin adicion de ninguno de estos productos sirvieron como muestra control
(C) (figura 111.2).
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Todas las botellas fueron encorchadas y almacenadas a una temperatura de 15 °C
durante 60 dias y fueron homogeneizadas mediante agitacion manual 2 veces por
semana. Se analizaron 3 botellas por tratamiento a los 15, 30 y 60 dias.

Tabla 111.2. Compuestos fendlicos y aromaticos (mg/L) adicionados en las soluciones

hidroalcohdlicas iniciales.

Compuestos fendlicos mg/L Compuestos aromaticos mg/L
Acido Galico 22 Acetato de isoamilo 1
Acido Vainillinico 3,88 Hexanoato de etilo 0,05
Acido Elagico 1,92 Octanoato de etilo 1
Acido trans-cafeico 9,50 B-ionona 0,1
Acido trans p-cumarico 6,00 4-gtilfenol 0,7
Trans-resveratrol 2,00 1-hexanol 1
Triptofol 3,92 Eugenol 0,2
Catequina 20 Cis-whisky lactona 0,2
Quercetina 1,50 Trans-whisky lactona 0,3
Linalol 0,1
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SOLUCIONDE VINO MODELO

r - =1

Compuestos aromaticos Compuestos fenolicos

=

50L 25L

YD 6 CH

Figura I11.2. Esquema de los tratamientos llevados a cabo en las soluciones de vino modelo de

la 22 experiencia.

Los vinos tintos jovenes estudiados en esta experiencia son los mismos que los
de la experiencia 1% aunque en este caso se estudiaron también los vinos tintos con lias
finas (3% v/v) y los vinos tintos con chips de roble francés sin tostar (Bois Frais, Boise
France), (4 g/L).

Con estos vinos se llevo a cabo el trabajo que aparece recogido en el capitulo 2

del apartado de resultados y discusion.
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= 32 _Efecto de la crianza sobre lias y de productos derivados de levaduras sobre la

composicion vy las caracteristicas sensoriales de un vino blanco de la variedad Verdejo.

Para la realizacion del estudio que aparece recogido en el capitulo 3 del apartado
de resultados y discusion, se elabor6 un vino blanco con uvas de la variedad Verdejo de
la vendimia de 2008. Las experiencias realizadas se llevaron a cabo en depdsitos de 150
L y son las siguientes (figura 111.3):

— Vinos control (sin adicién de ningun producto) (C).

— Vinos con crianza sobre lias finas (3% v/v) (L).

— Vinos adicionados con 3 productos derivados de levadura comerciales
diferentes (YD 1, YD 2 y YD 3), todos ellos de la casa comercial Sepsa-
Enartis. La tabla I11.3 muestra las caracteristicas de estos productos y su

fabricante.

Tras la fermentacion alcohdlica se adicionaron las lias (3% v/v) y los derivados
de levadura YD 1y YD 2. La dosis empleada de estos derivados fue de 40 g/HL.

Los tratamientos se llevaron a cabo a una temperatura de 15° C y tuvieron una
duracion de 60 dias, realizandose 2 batonnages semanales tanto a los vinos con lias
como a los adicionados con los productos derivados de levaduras comerciales. Una vez
finalizados los tratamientos, los vinos fueron clarificados, filtrados y embotellados. A
una parte del vino control, antes del embotellado, se le adicionaron 5 g/HL del derivado
de levadura YD 3, ya que segun las indicaciones proporcionadas por el fabricante, esa
era la dosis méaxima recomendada y el momento Optimo para su aplicacion. Las
muestras se tomaron tras el tratamiento y tras 3 y 6 meses de envejecimiento en botella

para su analisis.
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Tabla I11.3. Caracteristicas de los diferentes derivados de levadura comerciales usados en vinos

blancos y tintos de la 3% y 42 experiencia.

Derivado de Fabricante Caracteristicas
levadura
YD Agrovin Pro_duct/o_ con levaduras autolisadas ricas en
polisacaridos.
Sepsa- Producto con polisacaridos parietales extraidos
YD1 psa enzimaticamente de paredes celulares de levadura
Enartis .
selecionadas.
Producto con polisacaridos parietales de la pared celular
Sepsa- . .
YD 2 . de levaduras con alto contenido en manoproteinas
Enartis .
libres.
Sepsa- Producto con polisacéaridos de la pared celular de
YD 3 Engrtis levaduras altamente purificado y completamente soluble

en el vino.

MOSTO VARIEDAD VERDEJO

+ Sacch. cerevisiae

L
0

Fin fermentacion alcohdlica

<: :>
2 8 BB |
T BT e Tratamientos
i g'a gd por duplicado
c L YD1
Py =
a

I 1
<

Figura 111.3. Esquema de los tratamientos llevados a cabo en los vinos blancos de la 32

experiencia.
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= 48 Técnicas para mejorar o sustituir la crianza sobre lias de vinos tintos envejecidos en

barrica: efectos sobre los polisacéridos y la composicion fendlica.

Esta experiencia se llevo a cabo en vinos tintos en las vendimias de 2007 y 2008
(figura 111.4), a nivel semi-industrial en depdsitos de 500 L.

En la vendimia de 2007 se realizaron las siguientes experiencias:

— Vinos control (C).

— Vinos con crianza sobre lias (L). Se le adicionaron un 3% (v/v) de lias finas.

— Vinos con crianza sobre lias y con la adicién de una preparacién comercial
de enzimas B-glucanasas (L+E) (Enovin Glucan, Agrovin). La dosis aplicada
fue de 4 g/HL.

— Vinos con crianza sobre lias y sometidos a un tratamiento de
microoxigenacion (L+MO). La dosis de oxigeno aplicada fue de 5
mL/L/mes. En este caso, se utilizaron depositos especiales de acero
inoxidable de 300 L de capacidad y de 3 metros de altura, ya que se necesita
una altura minima de 2,5 metros para asegurar una perfecta disolucion del
oxigeno afiadido al vino. El equipo utilizado fue un microoxigenador
modular de 5 cabezales VisiO, (Oenodev, Francia).

— Vinos adicionados con un derivado de levadura comercial (YD). La dosis
aplicada fue de 40 g/HL y fue suministrado por la casa comercial Agrovin.

— Vinos adicionados con el mismo derivado de levadura (40 g/HL) y con la
adicion de una preparacion de enzimas 3-glucanasas comerciales (4 g/HL)
(YD+E) (Enovin Glucan, Agrovin).

— Vinos a los que se adicioné chips de madera de roble francés sin tostar (CH)

(Bois Frais, Boise France). Se afiadieron 4 g/L.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la vendimia de 2007, en la que
no se encontrd un efecto significativo de la adicion de enzimas B-glucanasas en los

pardmetros analizados, en la vendimia de 2008 se decidi6 centrar el trabajo en el estudio
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de diferentes derivados de levadura comerciales con diferente composicion. Por lo

tanto, los tratamientos llevados a cabo en la vendimia de 2008 fueron los siguientes:

— Vinos control (C).

— Vinos con crianza sobre lias (L) (3% V/v).

— Vinos con crianza sobre lias y sometidos a un tratamiento de
microoxigenacion (L+MO) (5 mL/L/mes).

— Vinos adicionados con 3 productos derivados de levadura comerciales
diferentes (YD 1, YD 2 y YD 3) y que fueron suministrados por la casa
comercial Sepsa-Enartis. Estos productos y las dosis utilizadas fueron los
mismos que los ensayados en los vinos blancos de la experiencia n® 3 (Tabla
11.3).

— Vinos adicionados con chips de madera de roble francés sin tostar (Bois
Frais, Boise France), (4 g/HL) (CH).

La duracién de los distintos tratamientos fue de 60 dias con 2 batonnages
semanales en el caso de los vinos con crianza sobre lias y con derivados de levadura
comerciales en las 2 vendimias, y se llevo a cabo a 15 °C. Unicamente el tratamiento
con lias en combinacién con la microoxigenacién de los vinos de la vendimia de 2007

durd 5 semanas, ya que comenzo la fermentacion malolactica de forma espontéanea.

Tanto en la vendimia de 2007 como en la de 2008, una vez finalizados los
tratamientos, los vinos realizaron la fermentacion maloléctica y a continuacion fueron
trasegados a barricas de roble americano nuevas con un grado de tostado medio-alto
(Toneleria Victoria) donde permanecieron durante 6 meses. En la vendimia de 2008,
una parte del vino control fue adicionada con 5 g/HL del derivado de levadura YD 3
antes de ser envejecido en barrica (I11.figura 4). Las muestras se tomaron al finalizar la
fermentacion alcohdlica, al finalizar el tratamiento y la fermentacion malolactica, y tras

3y 6 meses de envejecimiento en barrica para su analisis.

119



MATERIALES Y METODOS

Con estos vinos se llevaron a cabo los estudios que aparecen recogidos en los

capitulos 4 y 5 del apartado de resultados y discusion.

FIN FERMENTACION ALCOHOLICA
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Figura 111.4. Esquema de los tratamientos llevados a cabo en los vinos tintos de la 42

experiencia.
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111.2. PARAMETROS Y METODOS ANALITICOS.

Los pardmetros y compuestos evaluados en esta Tesis, asi como los métodos de

analisis utilizados para su determinacién se describen a continuacion:

1-

2-

Parametros enoldgicos clasicos.

pH (método CEE (Reglamento n°® 2676/90)), acidez total (método CEE
(Reglamento n° 2676/90)), SO, libre y total (método iodométrico
automatizado), acidez volatil (método enziméatico (Chema-Italia)), grado
alcohodlico (método CEE (Reglamento n° 2676/90)), acido malico (método
enzimatico  (Boehringer-Mannheim)),  &cido  tartarico  (método
colorimétrico) y potasio (método CEE (Reglamento n°® 2676/90)). Todos
estos métodos estan acreditados por la Norma UNE/EN ISO/IEC 17025.

Familias fendlicas.

= Polifenoles totales (Paronetto, 1977). La evaluacion de los polifenoles

totales se basa en la oxidacién de los grupos hidroxilo de los compuestos
fendlicos en medio bésico, con el reactivo Folin-Ciocalteu, mezcla de &cido
fosfomolibdico y éacido fosfowolfrdmico. EI complejo azul resultante se mide
a 750 nm.

= Antocianos totales (Paronetto, 1977). La determinacion de los antocianos
totales se basa en la propiedad que tienen los antocianos de desplazar el
equilibrio hacia la forma flavilio y cambiar su color segin el pH del medio.
La diferencia de absorbancia a 525 nm al desplazar el pH desde 3,5 a un pH

inferior a 1 se toma como medida de la concentracion de antocianos totales.

= Antocianos _monoméricos, poliméricos y copigmentados (Somers y

Evans, 1977; Levengood y Boulton, 2004). La determinacién de los

antocianos copigmentados se basa en que al diluir la muestra se rompen los

complejos antociano-copigmento, reduciéndose la intensidad de color de la
muestra y evaludndose Unicamente los antocianos libres y poliméricos. La

determinacion de los antocianos poliméricos se fundamenta en la capacidad
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122

de estos compuestos para resistir la decoloracion frente al SO,. El contenido

de antocianos monoméricos se evalla restando el contenido total de

antocianos determinados segun el método publicado en Levengood y Boulton
(2004), el contenido de antocianos poliméricos y copigmentados. Todas las

medidas se realizan a 520 nm.

= Catequinas (Swain y Hillis, 1959). La determinacion de las catequinas se
basa en la capacidad de este grupo de fenoles de llevar a cabo reacciones de
condensacion con los compuestos carbonilicos en medio &cido. Se usa el
aldehido vainillico (vainillina) como compuesto carbonilico, que en medio
acido solo reacciona con ciclos bencénicos “activados” como es el caso del
anillo A de las catequinas y proantocianidinas. La reaccién da lugar a un

croméforo rojo que se mide a 500 nm.

= Taninos totales (Ribéreau-Gayon y Stonestreet, 1966). La determinacion de

estos compuestos se fundamenta en su capacidad de transformarse en
antocianidinas por calentamiento en medio acido y en presencia de oxigeno.
El color rojo formado se debe a los compuestos antocianicos obtenidos por la

hidrélisis de las proantocianidinas y se mide a 550 nm.

= Esteres tartaricos y flavonoles (Mazza et al., 1999). El contenido de estos

dos grupos de compuestos fendlicos se evalla mediante la medida de la
absorbancia en su maximo de absorcion, 320 nm para los ésteres tartéricos y

360 nm para los flavonoles.

3- Parametros de color (Glories, 1984).

El célculo de los distintos parametros de color se basa en la medida de las
absorbancias a 420, 520 y 620 nm en una cubeta de 1 mm en los vinos tintos
y de 1 cm en los vinos blancos. A partir de estas 3 longitudes de onda se

determinan los siguientes parametros de color:
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4-

= Intensidad colorante: En vinos blancos viene dada por la absorbancia a 420
nm y en vinos tintos por la suma de las intensidades a 420, 520 y 620 nm,
multiplicado por 10 para corregir el “paso de luz” de la cubeta.

» Tonalidad: Cociente entre las absorbancias a 420 y 520 nm.

= Porcentaje de amarillo, rojo y azul: Cociente entre las absorbancias a 420,
520 y 620 nm respectivamente y la intensidad colorante * 100. Estos
porcentajes expresan la importancia relativa de cada una de estas tonalidades
en el color global del vino.

Polisacaridos totales, 4cidos y neutros (Segarra et al., 1995).

La determinacion de los polisacaridos se basa en su capacidad para precipitar
en medio &cido y etandlico, y posteriormente reaccionar con diferentes
reactivos: los polisacéridos acidos con el m-hidroxidifenil (medida a 520
nm) y los polisacéridos totales con el fenol (medida a 490 nm). Los
polisacaridos neutros se obtienen por la diferencia de concentracion entre los

polisacéridos totales y los acidos.
Proteinas (Bradford, 1976).

La determinacion de las proteinas se basa en la capacidad del reactivo de
Coomassie azul brillante de formar un complejo coloreado con las proteinas.
Asi, inicialmente, se encuentra en estado libre y es de color verde-azul,
mientras que cuando se une a las proteinas pasa a formar un complejo de
color azul més intenso. La absorbancia del complejo que se forma se mide a
595 nm.

Indice de gelatina (Ribéreau-Gayon et al., 2003).

El calculo de este indice se basa en las propiedades que tienen los taninos de
reaccionar con las proteinas (gelatina). De esta forma se determina el
porcentaje de taninos capaces de reaccionar con las proteinas y es una
medida de la astringencia del vino.
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7-

indice de etanol (Ribéreau-Gayon et al., 2003).

Este indica el porcentaje de taninos que estan combinados con polisacaridos.
El calculo del indice de etanol se basa en la diferencia de las medidas de
absorbancias a 280 nm del vino inicial frente al vino previamente precipitado

con etanol.

Anadlisis pormenorizado de compuestos fendlicos antocianicos (Pérez-
Magarifio et al., 2009).

La determinacion de los compuestos antocianicos individuales se basa en la
inyeccion directa de la muestra, previa filtracion con filtros de PVDF de 0,45
pum, en un cromatégrafo de liquidos de alta resolucion. La separacion se
realiza mediante una columna cromatogréafica de fase reversa y su deteccién
se efectla con un detector de fotodiodos alineados (DAD). El equipo
empleado fue un cromatografo de Agilent Technologies LC serie 1100
equipado con un inyector automatico y una columna cromatografica NOVA-
PACK C18 de 300 mm x 3,9 mm d.i. y 4 um de tamafio de particula
(Waters). Las condiciones cromatograficas se establecieron segln el método
publicado en Pérez-Magarifio et al. (2009). Los espectros de cada pico se
registran en el rango de 240-600 nm, y la identificacion de los picos se
realiza mediante los tiempos de elucion y la relacion de absorbancias a 530
nm/313 nm. La cuantificacién de los diferentes compuestos antocianicos se

realiza a 530 nm usando un patrén externo de malvidin-3-glucésido.

Analisis de compuestos fenolicos de bajo peso molecular (Pérez-Magarifio et
al., 2008).

El analisis de los compuestos fendlicos es complicado debido por un lado al
gran nimero de compuestos que hay en el vino, y por otro a la pequefia
concentracion en la que se encuentran muchos de ellos. Por ello, en los vinos
tintos, para la determinacion de los compuestos fendlicos no antocianicos de
bajo peso molecular se hace necesario una extraccién y concentracion previa

con el fin de poder cuantificarlos de forma adecuada. En los vinos tintos la
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extraccion de estos compuestos fendlicos se realiz6 mediante extraccion en
fase sélida utilizando cartuchos HLB 6 cc de 500 mg (Waters). La extraccion
se realizd con un equipo automatico de extraccion en fase sélida (GX-271
Aspec, Gilson). Los compuestos fendlicos de bajo peso molecular de interés
se recogieron en 3 fracciones, con los siguientes eluyentes: acetato de etilo,
acetato de etilo:metanol (80:20) y metanol. A continuacion, cada una de las
fracciones fue concentrada hasta sequedad en un concentrador automatico en
atmésfera de nitrogéno, redisuelta en una solucion de agua miliQ:metanol
(80:20) y posteriormente filtrada con filtros de PVDF de 0,45 pum para su
inyeccion en el HPLC.

En el caso de los vinos blancos no se realizd ninguna extraccion previa y
fueron inyectados directamente en el equipo cromatografico tras su dilucion

1:1 en agua miliQ y su posterior filtracion con filtros de 0,45 pum.

El analisis de los compuestos fendlicos de bajo peso molecular se realizé en
el mismo equipo en el que se llevé a cabo el anélisis de los antocianos
individualizados. En este caso se usé una columna cromatografica Zorbax

SB-C18 de 250 mm x 4,6 mm d.i. y 3,5 um de tamafio de particula (Agilent).

Las condiciones cromatograficas del método fueron las que aparecen
recogidas en Pérez-Magarifio et al. (2008). La identificacion de los
compuestos se realiz6 comparando los espectros obtenidos con los de los
patrones de referencia. La cuantificacion se realiz6 a partir de la recta de
calibrado construida para cada compuesto a partir de su patron comercial a la
longitud de onda méaxima de cada compuesto.

10- Andlisis de la composicién en monosacaridos vy distribucién de los

polisacaridos en funcién de su peso molecular.

El analisis de estos compuestos en los derivados de levadura estudiados en el
capitulo 1 del apartado de resultados y discusién fueron realizados por las
Doctoras Zenaida Guadalupe y Belén Ayestaran en el Departamento de
Agricultura y Alimentacion de la Universidad de la Rioja. El analisis de
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estos compuestos se realizd6 mediante cromatografia de exclusion molecular
(HPSEC) siguiendo los métodos descritos por Guadalupe et al. (2011, en
prensa).

El anélisis de las familias de polisacéridos evaluadas en los derivados de
levadura y en los vinos blancos estudiados en el capitulo 3 del apartado de
resultados y discusion, fue realizado por el doctorando en la unidad de
Ciencia para la Enologia del INRA (Instituto Nacional de Investigacion
Agrondmica) de Montpellier, bajo la direccién del Doctor Thierry Doco. Su
analisis también se realizé por cromatografia HPSEC siguiendo los métodos
descritos por Ducasse et al. (2010 a y b).

11- Analisis sensorial.

El panel que llevé a cabo el analisis sensorial estaba formado por 12
catadores, técnicos de distintos Consejos Reguladores de Castilla y Leon,
endlogos de diferentes bodegas de la regién y personal de la propia Estacion
Enoldgica. Como el panel estaba formado por expertos catadores de vino, las
sesiones de entrenamiento se centraron en unificar criterios de terminologia
y fijar el uso de escalas. Las fichas de cata utilizadas para el analisis
descriptivo de los vinos blancos y tintos aparecen recogidas en las figuras
1.5y 111.6. Se utilizé una escala estructurada de 7 puntos, en la que el valor
1 correspondia a la ausencia del atributo y el valor 7 a la intensidad maxima

del mismo.
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FECHADE LACATA:

NOMBRE DEL CATADOR:

MUESTRA:
. Ausencia e+
VISUAL 1 2 3 4 5 6 7

Intensidad Color
Tonos Amarillos
Tonos Verdes

OLFATIVO 1 2 3 4 5 6 7
Inten. olfativa
Fermentativas
Varietales

Frutales

Frutas exoéticas

Florales

Verdes (hierba, heno,...)
Sucio (moho)

EN BOCA 1 2 3 4 5 6 7
Volumen en boca
Acidez

Amargor
Astringencia
Persistencia
Equilibrio
Valoracién global

Figura 111.5. Ficha de cata empleada para la evaluacion de los vinos blancos.
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Figura I11.6. Ficha de cata empleada para la evaluacién de los vinos tintos.
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MUESTRA:

FECHADE LACATA:

NOMBRE DEL CATADOR:

Ausencia

+++

VISUAL

1

Intensidad Color

Azul-violetas

Rojos (granates)

Teja

OLFATIVO

Inten. olfativa

Herbaceo (verde)

Vegetal (col)

Fruta

Madera

Sulfidrico

Etanal

Sucio (moho)

Oxidado

Reducido

EN BOCA

Grasa

Acidez

Astringente

Taninos verdes

Taninos duros

Tans. redondos

Taninos secos

Equilibrio

Valoracion global
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