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Presentacion

Esta memoria de Tesis Doctoral se presenta en forma de compendio de publicaciones

cientificas y cumple los requisitos de acuerdo con la normativa de la Universidad de La Rioja.

El objetivo de esta tesis es estudiar diferentes métodos de vinificacidn, aplicados en la
elaboracion de los vinos base tintos, para obtener vinos espumosos tintos de calidad.
Actualmente en Espafia la produccion de vinos espumosos se centra en blancos y rosados. En
este sentido, el sector vitivinicola trabaja para mejorar la calidad de los vinos que se producen,
y ademas, resulta muy atractivo para este mercado poder ampliar la oferta de productos con la

produccién de vinos espumosos tintos.

Para facilitar la lectura de esta memoria, el primer apartado, Justificacion y Objetivos,
centra la temdtica de la tesis y describe el objetivo principal de la misma. A continuacidn, la
Introduccidn recoge los datos sobre el mercado de los vinos espumosos y las caracteristicas
quimicas y sensoriales de estos vinos, asi como las diferentes metodologias de elaboracién en
gue se van a estudiar en esta tesis. En el capitulo de Materiales y Métodos se describe la
metodologia y el plan de trabajo desarrollado para llevar a cabo el objetivo planteado en la tesis,
cuyos resultados han dado lugar a las publicaciones cientificas que se adjuntan en el capitulo de
Resultados y Discusion, donde también se incluye un resumen de cada articulo y de los
resultados mas relevantes obtenidos. Finalmente se incluye un capitulo con las Conclusiones

mas destacadas que pueden extraerse de esta tesis.
Las publicaciones cientificas que se encuentran recogidas en esta memoria son:

Articulo 1.- Volatile composition, foam characteristics and sensory properties of Tempranillo red
sparkling wines elaborated using different techniques to obtain the base wines.

European Food Research and Technology, 245: 4017-1059 (2019).

Articulo 2.- Effects of different oenological techniques on the elaboration of adequate base wines
for red sparkling production: phenolic composition, sensory properties and foam
parameters.

Journal of the Science of Food and Agriculture, 99: 4580-4592 (2019).

Articulo 3.- Evaluation of grape ripeness, carbonic maceration and pectolityc enzymes to improve
the chemical and sensory quality of red sparkling wines.

Journal of the Science of Food and Agriculture, DOI: 10.1002/jsfa.10291.

Ademas, se incluye el siguiente articulo divulgativo:



Articulo 4.- Efecto de distintas técnicas enoldgicas sobre el contenido de aminodcidos y de
aminas biégenas en vinos espumosos tintos.

La semana vitivinicola, 8 de junio de 2019, N ¢ 3.544
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Resumen

El mercado vitivinicola es un mercado activo y dindmico que busca mejorar la calidad de
los vinos que se producen, asi como ampliar la oferta de productos en el mismo. En los ultimos
afos la produccidon de vinos espumosos ha crecido de una manera mas notable que la
produccién de vinos tranquilos. Aunque en Espafia la produccién de vinos espumosos se centra
en vinos espumosos blancos y rosados, en otros paises como Australia, Italia o Portugal se
producen vinos espumosos tintos. La dificultad para elaborar vinos espumosos tintos de calidad
se encuentra en la elaboracién de un vino base tinto con unas caracteristicas muy concretas. Los
vinos base tintos deberan tener una graduacion alcohédlica moderada, una acidez alta, una
buena intensidad de color, ser estructurados y equilibrados en boca y presentar un tanino suave.
Es necesario que los vinos base tengan una graduacion alcohdlica moderada porque en el
transcurso de la segunda fermentacion esta aumenta entre 1y 1,5 °.

Para conseguir estas caracteristicas, los endlogos pueden seguir dos estrategias: i)
elaborar vinos base a partir de uvas pre-maduras y emplear técnicas enoldgicas que mejoren la
calidad de los vinos; ii) elaborar los vinos base a partir de uvas vendimiadas en su estado éptimo
de madurez de la pulpa y emplear técnicas que ayuden a la reduccién del contenido alcohélico
en los vinos.

Las técnicas estudiadas con uvas pre-maduras fueron: i) vinificacidn tradicional en tinto;
ii) maceracién pre-fermentativa en frio con hielo seco; iii) délestage con eliminacion parcial de
semillas; iv) maceracidn carbdnica y v) vinificacion tradicional en tinto con adicidn de enzimas
pectoliticas. Con uvas maduras se estudiaron: vi) vinificacidn tradicional en tinto; vii) reduccion
del contenido de azucares del mosto mediante nanofiltracion y viii) desalcoholizacién parcial del
vino base mediante ésmosis reversa.

Por tanto, el objetivo de esta tesis es estudiar el efecto de estas técnicas para la
produccién de vinos espumosos tintos de calidad. Se analizé el efecto sobre los parametros
enoldgicos, la composicidn volatil, la composicion polifendlica y el contenido de aminoacidos y
aminas bidgenas en los vinos base y espumosos tintos elaborados a partir de la variedad
Tempranillo y siguiendo el método tradicional o champenoise. Ademas, se estudié la influencia
sobre el analisis sensorial y los parametros instrumentales de la espuma en los vinos espumosos
tintos finales.

En los dos primeros articulos presentados en esta tesis se analiza el efecto del grado de
madurez de las uvas; maceracién pre-fermentativa en frio; délestage con eliminacion parcial de

semillas; nanofiltracién y dsmosis reversa sobre los pardmetros enolégicos, la composicion
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volatil, la composicién polifendlica, los parametros instrumentales de la espuma y el andlisis
sensorial de los vinos espumosos tintos.

En primer lugar, se concluyd que las diferencias en la composicidon quimica de los vinos
estudiados se debian fundamentalmente al efecto del grado de madurez de las uvas empleadas
en la elaboracién de los vinos espumosos tintos. Los tratamientos estudiados tuvieron un efecto
menor en la composicién quimica y sensorial de los vinos espumosos tintos. La aplicacién de la
técnica de la maceracidn pre-fermentativa en frio produjo vinos espumosos tintos con una
composicion aromatica similar a la de los vinos espumosos tintos elaborados con uvas maduras,
consiguid aumentar el contenido de antocianos con respecto al del vino espumoso tinto
elaborado por vinificacién tradicional con uvas pre-maduras pero no afecté al resto de
compuestos fendlicos. Sensorialmente estos vinos se caracterizaron por mostrar una alta
correlacién con los descriptores de la espuma y por sensaciones de amargor en boca. El
tratamiento del délestage con eliminacién parcial de semillas no tuvo efecto sobre el contenido
total de los compuestos fendlicos. Al igual que los vinos espumosos tintos obtenidos por
maceracion pre-fermentativa en frio, estos vinos se caracterizaron por mostrar una alta
correlacién con los descriptores de la espuma y gustativamente se caracterizaron por
sensaciones de astringencia.

Las técnicas empleadas para la reduccién parcial del contenido alcohdlico de los vinos
base elaborados con uvas maduras, consiguieron reducir el contenido alcohélico de los vinos
base, produciendo vinos espumosos tintos con una graduacién alcohélica mas moderada. La
aplicacion de la nanofiltracion y la ésmosis reversa no afecté al contenido total de antocianos,
acidos hidroxicindmicos, flavonoles y proantocianidinas. Por el contrario, estas técnicas si que
afectaron de manera significativa a la composicién volatil de los vinos base y espumosos tintos
con respecto al vino elaborado por vinificacidn tradicional con uvas maduras, produciendo una
disminucién en algunas familias de compuestos volatiles. Gustativamente obtuvieron una buena
valoracion, caracterizandose los vinos elaborados mediante nanofiltracién por los descriptores
de equilibrio, acidez y frescura, aunque olfativamente se correlacionaron con notas vegetales,
al igual que los vinos espumosos elaborados con uva pre-madura. Sensorialmente, la técnica de
6smosis reversa produjo vinos espumosos tintos similares a los obtenidos por vinificacion
tradicional con uvas maduras, obteniendo una alta correlacion con los descriptores de la espuma
y las sensaciones de cuerpo y persistencia.

En los dos ultimos articulos presentados en esta tesis se estudid el efecto del grado de
madurez de las uvas, la maceracién carbdnica y la vinificacion tradicional en tinto con adicion de
enzimas pectoliticas sobre los pardmetros enolégicos, la composicién volatil, la composicion

polifendlica y el contenido de aminoacidos y aminas bidgenas, los parametros instrumentales
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de la espuma y el andlisis sensorial de los vinos espumosos tintos. El tratamiento con enzimas
pectoliticas con uvas pre-maduras no fue efectivo y los vinos espumosos tintos elaborados con
adicion de enzimas no incrementaron el contenido fendlico ni de aminodcidos con respecto a
los vinos elaborados por vinificacion tradicional con uvas pre-maduras, aunque mostraron el
contenido mas alto de lactonas, produciendo vinos de alta intensidad olfativa y aromas frutales.
Estos vinos destacaron por presentar el mayor valor de espumabilidad y gustativamente
obtuvieron las puntuaciones mas altas en frescura, equilibrio y acidez. Los vinos espumosos
tintos elaborados por maceracién carbdnica mostraron el menor contenido en polifenoles
totales, y altos contenidos en alcoholes C6, por lo que se caracterizaron por notas de aroma
vegetal. La maceracion carbdnica produjo un aumento en la concentracién de aminodcidos
totales debido al metabolismo anaerdbico en la uva. En el andlisis sensorial de la espuma estos
vinos se caracterizaron por altos valores en espuma inicial, area de la espuma y corona de la
espuma.

Los vinos tintos espumosos elaborados por vinificacién tradicional en tinto con uvas
maduras mostraron el mayor contenido en polifenoles, esteres etilicos, y compuestos acidos
volatiles. En el andlisis sensorial obtuvieron una alta correlacion con los descriptores de la
espuma y las sensaciones de cuerpo y persistencia, ademas de mostrar buena valoracién global,
postulandose como una buena técnica para elaborar vinos base tintos para la produccién de
vinos espumosos tintos de calidad. Si el grado alcohdlico del vino base fuese muy elevado, la
dsmosis reversa parece la mejor técnica para elaborar vinos base tintos que produzcan vinos

espumosos tintos de calidad.






1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS







Justificacién y Objetivos _

Uno de los principales objetivos que persigue el sector vitivinicola actual, aparte de seguir
mejorando la calidad de los vinos, es ampliar la oferta de vinos de calidad. En los ultimos afios
la produccién de vino espumoso a nivel mundial ha aumentado en torno a un 40 %, y en Espafia
también se estd produciendo un aumento en el consumo de este tipo de vinos. El cava continlda
siendo el vino espumoso de calidad que mayor porcentaje de ventas presenta en nuestro pais.

En nuestro pais la produccién de vinos espumosos se centra en vinos blancos y rosados.
Sin embargo, en otros paises del mundo como Australia, Argentina, Sudafrica, Italia o Portugal,
existe una produccién importante de vinos espumosos tintos que gozan de gran aceptacidn por
parte del consumidor. Los primeros vinos tintos espumosos surgieron en Australia, y se elaboran
principalmente con la variedad syrah. La mayoria de estos vinos espumosos tintos no se
elaboran siguiendo el método tradicional o champenoise, cuyo resultado son vinos de mayor
calidad, sino el método charmat, en el que la segunda fermentacién se lleva a cabo en
recipientes herméticamente cerrados. Ademds, muchos de estos vinos tienen una cantidad de
CO; natural inferior a la que tienen los vinos espumosos naturales, por lo que se denominan
vinos de aguja. El sector vitivinicola es un sector dindmico y competitivo que necesita de la
innovacion para ofrecer nuevos productos al mercado. Ademas, el consumo estacional de los
vinos espumosos esta cambiando en los ultimos afios, ya que al tratarse de vinos frescos y
ligeros, su consumo se estd volviendo mas regular y menos estacional.

Este trabajo de tesis estudia distintos tipos de vinificaciones para elaborar vinos
espumosos tintos de calidad que sean atractivos para el consumidor. La calidad de los vinos
espumosos tintos viene definida por la espuma, el color, el aroma y las sensaciones en boca.
Estos parametros de calidad, al igual que ocurre con los vinos tranquilos, se relacionan con la

composicion quimica del vino, que dependerd tanto de la variedad y grado de madurez de las
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uvas, como de las condiciones climaticas y de cultivo, asi como de las practicas enoldgicas que
se realicen durante la vinificacién.

La dificultad para elaborar vinos espumosos tintos de calidad reside en la obtencidn de un
vino base tinto con las caracteristicas adecuadas, grado alcohdlico moderado y acidez alta. Para
ello la uva tendra que ser vendimiada antes de su maduracién dptima, por lo que presentard
baja concentracién y extractabilidad de antocianos y alto contenido de taninos verdes. Por el
contrario, si vendimiamos la uva en su estado 6ptimo de maduracién, producird vinos
equilibrados en boca, pero con un grado alcohélico excesivo debido a la segunda fermentacion

gue experimentan los vinos en la botella.

En esta tesis se estudian diferentes técnicas de vinificacion que puedan solventar estas
dificultades y permitan obtener vinos espumosos tintos de mayor calidad.

Las técnicas estudiadas fueron:
Con uvas pre-maduras

i) vinificacion tradicional en tinto.

ii) maceracion pre-fermentativa en frio con hielo seco.

iii) délestage con eliminacién parcial de semillas.

iv) maceracion carbodnica.

v) vinificacién tradicional en tinto con adicién de enzimas pectoliticas.
Con uvas maduras:

vi) vinificacion tradicional en tinto.

vii) reduccion del contenido de azucares del mosto mediante nanofiltracion.

viii) desalcoholizacidn parcial del vino base mediante 6smosis reversa.

El objetivo global de esta tesis es estudiar el efecto de todas estas técnicas en los
pardmetros quimicos y sensoriales de vinos espumosos tintos elaborados con uva Vitis vinifera
var. Tempranillo y con el método de elaboracidn tradicional o champenoise. Concretamente, se
estudia el efecto de estas técnicas sobre los parametros enolégicos, la composicién volatil, la
composicion polifendlica y el contenido de aminoacidos y aminas biégenas en los vinos base y
espumosos tintos. Ademas, se estudia la influencia sobre el analisis sensorial y los parametros
instrumentales de la espuma en los vinos espumosos tintos finales.

Los resultados obtenidos se presentan en cuatro articulos cientificos.

En los dos primeros articulos se estudia el efecto del grado de madurez de las uvas;
maceracion pre-fermentativa en frio; délestage con eliminacién parcial de semillas;

nanofiltracion y dsmosis reversa sobre los pardmetros enoldgicos, la composicién volatil, la
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composicion polifendlica, los parametros instrumentales de la espuma y el analisis sensorial de
los vinos espumosos tintos.

En los dos ultimos articulos se estudia el efecto del grado de madurez de las uvas;
maceracion carbdnica; y vinificacién tradicional en tinto con adicién de enzimas pectoliticas
sobre los parametros enoldgicos, la composicién volatil, la composicidon polifendlica y el
contenido de aminodcidos y aminas bidgenas, los pardmetros instrumentales de la espuma y el

analisis sensorial de los vinos espumosos tintos.
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Introduccion

El vino es una bebida alcohdlica procedente de la fermentacién del mosto de uvas. Dicha
bebida ha acompanado al ser humano a lo largo de toda su historia. A partir de los siglos XVIl y
XVIII, con la evolucidn de las técnicas de vinificacion se comenzé su comercializacion. Se trata
de un producto con mucha importancia en Espafia, cuya situacién mundial actual se describe a
continuacion.

En el aio 2018 la superficie viticola mundial alcanzé los 7,4 millones de hectdreas, siendo
dicha superficie practicamente similar a la de 2017 (7,6 millones de hectareas); desde el afio
2014 se produjo una disminucién de la superficie mundial de vifiedo debido a la reduccidn
producida en Turquia, Irdn, Estados Unidos y Portugal. Por lo que respecta a la produccion
mundial de vino, en 2018 se alcanzaron los 29.230 millones de litros, observdndose un aumento
neto de 4.250 millones de litros con respecto al afio 2017, afio en el que la produccién fue
particularmente baja debido a las condiciones climaticas desfavorables en los principales paises
productores de Europa. El aumento neto de la produccién de vino de la Unién Europea en 2018
con respecto a 2017 fue de un 28,3 %. El consumo mundial de vino presentaba desde el afio
2014 una evolucién practicamente constante debido a un incremento en el consumo por parte
de Estados Unidos y China y a una estabilizacion del consumo por parte de los principales paises
productores de la Unién Europea. Sin embargo, en el afo 2018, la evolucion del consumo
mundial de vino parece que ha experimentado un pardn. En el afio 2018, el consumo fue de
24.600 millones de litros, lo que supuso una pequefa disminucidén respecto a 2017, aunque
estos datos deben ser tratados con cautela debido al margen de error que conlleva el andlisis
del consumo mundial. Estados Unidos aparece destacado como primer consumidor (posicion
que ocupa desde 2011); los paises europeos muestran un consumo practicamente estable y

paises como China o Sudafrica experimentan una ligera disminucién en su consumo (1, 2).

2.1. MERCADO DE VINOS ESPUMOSOS

Dentro de los sectores del vino, el de los vinos espumosos es uno de los que mas ha
aumentado en los ultimos afios. De acuerdo con los informes presentados por la Organizacion
Internacional de la Vifia y el Vino, OIV (3, 4), la produccién de los vinos espumosos desde el afio
2003 hasta el 2013 ha aumentado en mas de un 40 % (Figura 1), mientras que la de vinos

tranquilos aumentd sélo un 7 % en este periodo.
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Produccion enhlL. ey % de la produccién de vinos espumosos sobre la produccion total de vinos (eje derecho)
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Figura 1. Evolucidn anual de la producciéon mundial de vinos espumosos (3)

En el afio 2000 tan sdlo 4 paises, Francia, Italia, Alemania y Espafia, concentraban el 74 %
de la producciéon de vinos espumosos. Poco a poco esta produccidn se estd diversificando, y en
el 2013 la produccidn de estos paises representd el 63 %. Algunos de los paises que estan
incrementando la produccién de vinos espumosos son Rusia, Estados Unidos, Australia,
Argentina o Brasil (3).

Por lo que respecta al consumo de los vinos espumosos, éste ha aumentado alrededor de
un 30 % (Figura 2) en este mismo periodo de tiempo mientras que el consumo de vinos

tranquilos aumentd sélo un 4 %.

Consumo de vinos espumosos
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Evolucién por afios

Figura 2. Evolucién del consumo mundial de vinos espumosos (3)

Una de las caracteristicas claves del consumo de los vinos espumosos es la estacionalidad.
Se trata de un producto cuyo consumo se asocia con celebraciones, sobre todo con las de final
de afio, y es por lo que la mayor parte de su consumo se concentra en la segunda mitad del afio.

Sin embargo, al tratarse de vinos frescos y ligeros, esta tendencia estd cambiando ultimamente.
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El consumo se esta volviendo mds regular y menos puntual; se consume en aperitivos, cécteles
y otro tipo de celebraciones. Tras una disminucién en el consumo debido a la crisis, éste esta
subiendo en los ultimos afios (3).

En cuanto a la cantidad de vino espumoso que se comercializa mundialmente, en 2017 se
alcanzaron los 860 millones de litros exportados. Por tanto, los vinos espumosos contindan
siendo el producto que mas aumenta en el comercio internacional. En el afio 2018, el comercio
internacional de los vinos espumosos alcanzé un 9 % de los intercambios en volumen total
exportado, representado los vinos espumosos el 20 % del mercado internacional. Italia y Francia
representan una gran parte de la cuota de exportacidon (20 % y 13 %, respectivamente). Estados
Unidos y China han incrementado las importaciones de vinos espumosos; en el caso de Estados
Unidos, un 8 %, mientras que en China el aumento ha sido de un 5 % (1, 2).

En 2018 Espaiia continud siendo el pais con mayor superficie de vifiedo del mundo y se
situd entre los tres primeros paises productores y comercializadores de vino (1). En nuestro pais,
el sector de los vinos espumosos naturales y del cava es hoy uno de los sectores vitivinicolas mas
dindmicos y présperos de la viticultura ya que cada vez aparecen nuevas técnicas para la
creaciéon de vinos espumosos naturales mas modernos, a pesar de que estos vinos se
caracterizan por su gran tradicionalidad. Los primeros vinos espumosos naturales blancos se
caracterizaban por su color claro, brillante y transparente. Poco a poco el consumo de estos
vinos ha ido cambiando y en la actualidad encontramos en el mercado vinos espumosos
naturales rosados. Todo esto hace pensar que la elaboracién y comercializacién de un nuevo
producto, vinos espumosos naturales tintos, podria ser interesante dentro de un mercado tan
dindmico como es el del vino en Espafia. Ademas, en 2017, segin un informe del Observatorio
Espaiol del Mercado del Vino (OeMv) (5), el cava espafiol superd en exportaciones al champan
francés, 117 millones de litros frente a 112; aunque ambos contindan por detras del prosecco
italiano que lidera el mercado mundial con 205 millones de litros exportados.

Durante 2015, el 20,4 % del consumo total de vino fuera del hogar fueron vinos
espumosos, incluidos el cava y los vinos gasificados (6). El perfil del consumidor de estos vinos
corresponde en un 65 % a mujeres, en su mayoria mayores de 50 afios (7). En el primer semestre
de 2016 se observd un incremento del 4,5 % en el valor de las ventas de los vinos espumosos
(5). Ademas, la produccidn de cava en los ultimos 10 afios ha registrado un crecimiento medio
del 9 % (8). Estos datos muestran que el mercado de los vinos espumosos en Espafia se
encuentra en un buen momento. Dentro de este mercado hay que destacar que el cava sigue
manteniendo el mayor porcentaje de ventas. En el afio 2017, el Consejo Regulador del Cava

informd de un récord de produccidn, alcanzandose la produccion de 252,5 millones de botellas.
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Ademas, existe una tendencia por parte de las bodegas espafiolas a elaborar vino espumoso
natural, siguiendo también el método tradicional o champenoise.

En Espaia, la elaboracion de vinos espumosos esta centrada en blancos y rosados. En
otros paises del mundo como ltalia, Australia, Sudafrica o Portugal, si existe produccién de vinos
espumosos tintos. Aunque se estd incrementando la elaboracion de vinos espumosos tintos y
éstos estan ganando visibilidad en el mercado, es muy dificil encontrar bibliografia cientifica
sobre las caracteristicas quimicas y sensoriales de los vinos espumosos tintos.

Los vinos espumosos tintos mds conocidos son:

Shiraz de Australia. El mercado australiano de vinos espumosos es diverso; comprende
estilos que van desde el Moscato a vinos espumosos blancos, rosados y tintos; siendo la
produccién de vinos espumosos blancos la mayoritaria (9). Destacan los vinos espumosos tintos
elaborados siguiendo el método tradicional y empleando la variedad de uva Syrah. Estos vinos
alcanzan una graduacion alcohdlica en torno a 12,5 % (v/v), pudiendo llegar a 14 % (v/v); vy
presentan una acidez y un contenido de taninos intermedio. Los vinos jovenes son de color rojo
carmesi, de caracter frutal, ricos y complejos en boca.

Lambrusco. Probablemente sea el vino espumoso tinto mas conocido. Se elabora en la
region de Emilia Romana de Italia a partir de la uva Lambrusco. Existen una gran variedad de
lambruscos con caracteristicas muy diversas, pudiendo encontrar desde vinos dulces a semi-
secos o secos. Poseen una graduacion alcohdlica entre 10,5 y 11 % (v/v) y se caracterizan por
tener una acidez discreta y presentar color rojo o rosado (10).

Brachetto d’Acqui. Este vino espumoso tinto se elabora en la region del Piamonte en Italia
a partir de la variedad aromatica de uva Brachetto. Se trata de un vino dulce con un contenido
alcohdlico minimo de 12 % (v/v) y una acidez media. Se caracteriza por un color rojo rubi de
intensidad media, con tendencia al granate, un perfume a musgo delicado con aroma de rosa 'y
una espuma fina y persistente (10).

El creciente consumo de vinos espumosos y vinos tipo lambrusco en Espafa hace pensar
que los vinos espumosos tintos puedan tener una buena aceptacién en determinados grupos de
consumidores. Ademas, un estudio reciente (11) evalué diferentes factores que influyen en la
aceptacion de un nuevo producto, como es el vino espumoso tinto, mostrando el interés que
despertaria para distribuidores y consumidores. Sin embargo, la dificultad de elaborar un vino
base con las caracteristicas adecuadas para producir un vino espumoso tinto de calidad,
graduacion alcohdlica moderada y acidez relativamente alta, ha retrasado la produccién de este

nuevo producto en nuestro pais.
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2.2. CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DE LOS VINOS
ESPUMOSOS

La calidad de un vino espumoso tinto viene definida por la espuma, el color, el aroma y
las sensaciones en boca. Estos parametros de calidad se relacionan con la composicién quimica
del vino; que dependera tanto de la variedad y grado de madurez de las uvas, como de las
condiciones climaticas y de cultivo, y de las practicas enoldgicas que se lleven a cabo durante la
vinificacion. En un analisis sensorial del vino se evalla en primer lugar su aspecto; en el caso de
los vinos espumosos tintos las caracteristicas estudiadas son el color y la espuma. A continuacién
se realiza la evaluacién del aroma del vino, primero en copa sin agitar y posteriormente agitando
para favorecer que se desprendan los compuestos aromaticos. Después la atencidn se centra en
el gusto y la sensacidn téctil en boca a través de la cata de una pequeiia muestra de vino, y para
terminar, los catadores suelen aspirar el vino para potenciar la deteccién en boca de aromas.
Después de haber estudiado individualmente los aspectos sensoriales generales, se trata de
integrar todas las sensaciones para poder evaluar la calidad global de los vinos (12).

Los vinos espumosos poseen una matriz Unica que hace que no sean directamente
comparables con los vinos tranquilos debido al diéxido de carbono (CO,) disuelto, responsable
de la efervescencia tipica de estos vinos. Asi, la evaluacién sensorial de los vinos espumosos o
los atributos que se analizan para evaluar su calidad, difieren de los que son referencia para los

vinos tranquilos (13).

2.2.1. Espuma

La espuma es la caracteristica que diferencia a los vinos espumosos de los vinos
tranquilos, siendo el primer atributo sensorial que catadores y consumidores perciben una vez
se ha producido el descorche de la botella. Son por tanto las propiedades visuales de los vinos
espumosos, espuma y efervescencia, de suma importancia para la calidad de estos (14-16).

La espuma se produce por el rapido desprendimiento del anhidrido carbdnico contenido
en los vinos en estado de sobresaturacidn. La duracion del desprendimiento del anhidrido
carbdnico se denomina permanencia de la espuma y se trata de un estado estacionario en el
que la velocidad de desaparicion de las burbujas en la superficie del vino se iguala a la
incorporacién de nuevas burbujas (17). Una espuma de calidad se puede definir como aquella
que causa una liberacién lenta de CO; desde lo profundo del liquido, con pequefias burbujas o

cadenas de burbujas denominadas rosarios que ascienden por el vino hasta la superficie de este,
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donde contribuyen a la formacién de un circulo de espuma también denominado corona,
cubriendo dicha superficie por completo con burbujas de dos o tres filas de profundidad (18-
19).

La evaluacién visual de la espuma ha incluido una serie de atributos para la valoracion de
la efervescencia y la espuma que requiere un entrenamiento especifico por parte de los
catadores, aunque hay una falta de definiciones universalmente aceptadas para estos atributos
(16). Ademas del impacto visual, el CO; disuelto en los vinos espumosos influye tanto en su
percepcién aromatica como en la gustativa y en su color (20). La efervescencia de la espuma
influye en la percepcién aromatica de los vinos espumosos ya que cuando las burbujas alcanzan
la interfaz aire-liquido se rompen provocando una multitud de diminutas gotas en el aire. Este
aerosol contiene la esencia organoléptica de los vinos espumosos, es decir, las gotas llevan un
concentrado de aromas (21).

La efervescencia de un vino se define como el desprendimiento de burbujas producido
por la liberacién del CO, disuelto en el vino (Figura 3). La espuma y su efervescencia son
consecuencia del proceso natural que realizan las levaduras en la botella durante la segunda

fermentacién mediante la cual transforman los azicares en alcohol y CO,.

" 4 Liquido/ pelicula de
COMT . vino
2
Liquido/ aire o \ .
CO, interfase Doble capa
> " estabilizada por
compuestos
Corona de la tensoactivos
espuma
Formacién de una
burbuja
Disolucién 5 +
Ascenso de la
supersaturada/ burbuia
Vino con CO, N )
efervescencia

Figura 3. Representacion visual de la efervescencia y la terminologia de la espuma (16)

Para la formacidn de la espuma y su estabilidad es necesaria la presencia de moléculas
tensoactivas que reducen la tension superficial del vino permitiendo la ascensién de las burbujas
hasta la superficie y su acumulacidn creando espuma. Para que la espuma sea estable debe

haber en el interior de la botella una sobrepresién de CO,, que junto con los compuestos
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tensoactivos, dé a la burbuja su forma casi esférica (Figura 4). Las moléculas tensoactivas se
caracterizan por tener un grupo polar que se disuelve tanto en la fase acuosa del vino como en
la pelicula que rodea las burbujas, y un grupo hidrofébico que necesita estar en la fase gaseosa
de las burbujas. La disposicion de los tensoactivos favorece la entrada de gas en las burbujas y
previene que el CO; se disuelva en la masa liquida. Debido a esto muchas burbujas aumentan

de tamafio cuando suben hacia la superficie del vino (15, 22).

Aire
Interfase

«— Tensoactivo

Tensoactivo

«— Parte apolar /hidréfoba

/' <«+——  Parte polar /hidrofila

Figura 4. Esquema de la interfase liquido-gas. Adaptado de Buxaderas & Lépez-Tamames (22)

La formacion de burbujas en los vinos espumosos se produce principalmente por dos
mecanismos. Puede producirse por nucleacién directa a partir del gas disuelto en el vino,
aunque, por lo general, la formacién de burbujas se hace a partir del gas adsorbido en una
particula sélida o en una microcavidad, proceso llamado nucleacién inducida o heterogénea
(23). La diferencia entre estos dos procesos es que en el primero se va a producir una sola
burbuja mientras que en la nucleacidn heterogénea la microcavidad puede producir burbujas
constante y repetidamente; esta cadena de burbujas es lo que genera su efervescencia. Cuando
vertemos el vino espumoso en un vaso observamos dos fases para la espuma. La primera fase
consiste en una espuma tumultuosa que se eleva varios centimetros a lo largo de la pared de
vidrio debido a la rdpida descompresién que tiene lugar tras descorchar la botella. A
continuacién, la espuma se reduce a unos pocos milimetros y comienza la segunda fase de
espuma mas duradera. Inicialmente se observan una o varias capas de burbujas distribuidas en
la superficie del vidrio. Estas capas son generadas por varios rosarios de burbujas que se originan
en las microcavidades. Las microcavidades pueden ser particulas de polvo de corcho, residuos
de levaduras, fibras de tela, macromoléculas como la bentonita o incluso los mismos poros que
haya en el cristal de la copa donde servimos el vino. EI CO; es capaz de entrar en estas cavidades

debido a la capilaridad; cuando la burbuja alcanza cierto volumen se desprende y sube hasta la
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superficie. La intensidad de la espuma disminuye gradualmente a medida que el vino pierde el
CO; que se ha disuelto debido al aumento en la temperatura del vino y el efecto fisico del
arrastre causado por la efervescencia (15).

Debido a la importancia que tiene la espuma en la calidad de los vinos espumosos, se han
realizado diversos estudios cientificos para detectar cudles son los componentes que originan
su aparicion, asi como los factores que afectan a la composicién y las propiedades espumantes
de los vinos espumosos.

El método Mosalux, disefiado por Maujean en 1990 (24), es un método instrumental
objetivo y normalizado que permite determinar las propiedades de la espuma. Este método se
basa en inyectar gas carbdnico en el vino previamente desgasificado para provocar la formacion
de espuma.

Este método mide tres parametros: HM, HS y TS. HM (maximum height) es la altura
maxima de espuma, expresada en milimetros, alcanzada por la espuma después de la inyeccion
de COy; representa la capacidad de la disolucion para producir espuma. HS (stability height) es
la altura a la cual se estabiliza la espuma durante la inyeccién de CO,, expresado en milimetros;
representa la capacidad de la disolucién para producir una espuma estable. TS (stability time) es
el tiempo de estabilidad de la espuma, expresado en segundos; es el tiempo que transcurre
desde la interrupcion del flujo de gas y la desaparicidn total de la espuma.

Las medidas obtenidas por el método Mosalux han sido relacionadas con las
caracteristicas espumantes de los vinos espumosos, siendo Utiles a su vez para el analisis
sensorial de la espuma (14). Ademas, estas medidas también se han relacionado con algunos
compuestos del vino (22, 25, 26).

Como se ha mencionado anteriormente, la calidad de la espuma estd relacionada con sus
propiedades espumantes. La cantidad de espuma producida o espumabilidad y la persistencia
de la espuma o su tiempo de estabilidad son factores claves para evaluar la calidad de un vino
espumoso. La formacidn de la espuma dependerd del anhidrido carbdnico, asi como de la
presencia de moléculas tensoactivas. Sin embargo, hay una falta de técnicas capaces de
cuantificar objetivamente la efervescencia, como las mediciones del tamafio de la burbuja y la
velocidad de ascenso de la burbuja.

En los ultimos afos se ha desarrollado otra técnica para estudiar la espuma (27). El
método se basa en la vision y el andlisis de imagenes mediante ordenador y relaciona la
composicion y las puntuaciones sensoriales con la morfologia de la espuma, al mismo tiempo
gue se miden otros parametros como son la duracién, la velocidad y la altura de la espuma.

En la actualidad carecemos de conocimientos sobre el impacto de las practicas enolégicas

en las caracteristicas de la efervescencia. Se sabe que la calidad de la espuma depende
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fundamentalmente de la composicién del vino, pero no hay certeza de que el proceso de
elaboracion afecte a la efervescencia de los vinos espumosos.

La estabilidad de la espuma depende de los factores que afectan al espesor de la pelicula
que rodea a las burbujas. Hay factores que afectan negativamente a la estabilidad de la espuma,
como es la fusidon entre burbujas o coalescencia, y el tamafio de éstas (mayor tamafio de
burbuja, mayor inestabilidad). También influyen las caracteristicas fisicas del medio liquido, en
especial la viscosidad, que depende de la composicion del vino y la tensidon superficial, la cual
disminuye con la presencia de moléculas tensoactivas. En los vinos espumosos podemos
encontrar diversos compuestos con propiedades tensoactivas, entre los que destacan el glicerol,
el etanol y el dcido tartarico. Estos compuestos muestran una actividad sinérgica que disminuye
la tension superficial del vino incrementando la estabilidad de la espuma, pero el etanol a partir
de 12 % (v/v) no puede adoptar la estructura micelar y se disuelve en el vino actuando como
disolvente para los grupos hidrofdbicos de otras moléculas. Sin embargo, también existen otras
moléculas que actian como coloides que aumentan la vida media de las burbujas y aumentan
la estabilidad de la espuma; estos compuestos son proteinas, polisacaridos y acidos grasos (15,
16).

Las proteinas son biomoléculas que se encuentran en el vino y son uno de los compuestos
tensoactivos que han sido ampliamente estudiados en relacidn con las propiedades espumantes
de los vinos espumosos (17, 26, 28- 32). Dichos estudios han mostrado una correlacidn positiva
entre la concentracién de proteinas y la espumabilidad o altura méaxima de la espuma (HM). Los
aminodcidos, junto con los antocianos mondmeros, han mostrado una contribucidon también
positiva en la espumabilidad (25, 33). Los efectos positivos de los polifenoles monémeros sobre
la espuma del vino pueden atribuirse a su bajo peso molecular y a su estructura plana, que
modula su polaridad, lo que conduce a interacciones moleculares hidrofdébicas a través del
apilamento vertical (16). Los polisacaridos ayudan a estabilizar el vino. Son compuestos que han
sido ampliamente estudiados y correlacionados con la espuma en los vinos espumosos, aunque
con resultados contradictorios en ocasiones (25, 33, 34). Esto parece indicar que no todos los
polisacaridos tienen el mismo comportamiento. Martinez-Lapuente y col. (25) describieron que
los polisacaridos ricos en arabinosa y galactosa son pobres formadores de espuma, pero buenos
estabilizadores de ésta. A su vez, las manoproteinas (polisacaridos procedentes de las levaduras)
parecen contribuir a la estabilidad de la espuma. Estos compuestos se liberan durante la
fermentacidn y durante el envejecimiento sobre lias debido a la autolisis de las levaduras. Para
solventar el gasto econdmico que supone la crianza sobre lias se pueden emplear derivados de
levaduras durante la vinificacidon para enriquecer el vino en manoproteinas (35, 36). Los acidos

grasos y su influencia en las propiedades espumantes de los vinos espumosos también han sido
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estudiados, aunque mostrando resultados no concluyentes por lo que su estudio continda
siendo necesario (26, 36, 37). Gallart y col.(38) describieron que los acidos grasos libres C8, C10
y C12 se correlacionaban negativamente con HM mientras que los acidos grasos que se
encuentran como ésteres etilicos se relacionaron positivamente con HM. Medina-Trujillo y col.
(26) describieron que el vino con mejores propiedades espumantes tenia una menor
concentracién de factores negativos, como son el etanol y los 4cidos grasos, y una mayor
concentracién de proteinas que actan como compuestos tensoactivos.

El grado de madurez de las uvas es otro factor importante para la calidad de la espuma ya
gue afecta a la acidez, la concentracidn de azucares, polifenoles y otras sustancias. Esteruelasy
col. (30) estudiaron en dos vendimias el efecto de la madurez de las uvas en la elaboracion de
vinos espumosos, y observaron que las vendimias menos maduras generaban vinos base con
mayor espumabilidad. Sin embargo, Liu y col. (32) obtuvieron un resultado contrario; las
propiedades espumantes de los vinos base fueron mas altas cuando las uvas estaban mas
maduras. Ademads, encontraron correlaciones positivas entre el grado de madurez de las uvas

chardonnay y la espumabilidad de los vinos base en las dos afiadas del estudio.

2.2.2. Color

La primera sensacion que percibimos en una copa es el aspecto visual del vino. El color es
la carta de presentacion de un vino tanto en vinos espumosos como en vinos tranquilos. Es uno
de los aspectos organolépticos mas importantes ya que se trata de la primera caracteristica
sensorial que recibe el consumidor, junto a la espuma en el caso de los vinos espumosos, y
ademas, es indicador de otros aspectos del vino como son la edad, el estado de conservacién y
el cuerpo o gusto.

El color de un vino espumoso tinto viene determinado por la composicién fendlica del
vino base, que dependera tanto de las propias uvas (variedad y grado de madurez) como de las
condiciones climaticas y de cultivo, y de las practicas enoldgicas que se lleven a cabo durante la
vinificacion para elaborar el vino base. La extraccién de los compuestos fendlicos de la uva al
mosto-vino se produce de manera selectiva durante el estrujado y la posterior maceracion-
fermentacidn. La capacidad de extraccion de los compuestos fenélicos y su concentracién al final
del proceso de maceracién depende en gran medida de su localizacién en la baya y de las
caracteristicas de las diferentes variedades de uva. Las distintas variedades de uva poseen
diferencias en su pared celular en cuanto a estructura y composicion, y por eso no todas las
variedades de uva muestran la misma rigidez. Bautista-Ortin y col. (39) concluyeron que es

importante conocer cdmo se comporta cada variedad durante la maceracién para elegir el
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tiempo de maceracion adecuado segun el tipo de vino que se quiera elaborar. Rizzolo y col. (40)
llevaron a cabo un estudio sobre las caracteristicas fisico-quimicas y sensoriales de vinos
espumosos tintos de Brasil con diferentes tiempos de maceracién (24- 48 horas), y observaron
que ambos tiempos de maceracion eran adecuados para obtener vinos espumosos tintos con
frescura, alta calidad y sin defectos. Desde que comienza la vinificacion, los antocianos se liberan
desde los hollejos de la uva al mosto debido a la ruptura de las células y las vacuolas; también
se extraen flavonoles de las pieles y acidos hidroxicindmicos de la pulpa que participaran en la
estabilidad del color. Los taninos contenidos en las vacuolas se comportan de manera similar,
pero requieren una mayor concentracién de etanol para solubilizar. Existen diversas técnicas
gue podemos aplicar, ya sean pre-fermentativas o fermentativas, durante la vinificacién para

aumentar la extraccién de los compuestos fendlicos (Tabla 1).

Tabla 1. Técnicas empleadas para aumentar la extraccién de los compuestos fendlicos

Prefermentativas Fermentativas

Campos eléctricos pulsados (PEF) (41, 42, | Temperatura y duracién de la maceracion-
43). fermentacién (44, 50, 51)

Variacion de la temperatura antes de la | Tratamientos mecdnicos del sombrero:
fermentacién: Maceracion pre-fermentativa | bazuqueos, remontados, ganimedes,
en frio y termovinificacion (44- 46). delestage, sombrero sumergido, etc. (52- 55).

Adicidn de enzimas pectoliticas (44, 47- 49).

Sin embargo, una excesiva extraccion de compuestos fendlicos puede complicar el inicio
de la de la segunda fermentacidon en botella o en depdsito para la elaboracién de vinos
€SpuMmosos.

Los antocianos y sus pigmentos derivados son por tanto los responsables directos del
color en los vinos espumosos tintos y rosados. Durante el proceso de vinificacion y
envejecimiento, los antocianos sufren una serie de transformaciones como son las reacciones
de copigmentacidn, polimerizacidn y cicloadicién que confieren estabilidad al color. También
hay que tener en cuenta que el color de los antocianos varia en funcién del pH debido a que hay

un equilibrio entre sus distintas formas coloreadas, azul, roja, amarilla e incolora (Figura 5).
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pH acido
Forma AOH o
base carbinol
incoloro

OH
Antociano decolorado
por el SO,

pH alcalino

Figura 5. Equilibrio entre las distintas formas quimicas de los antocianos en funcion del pH (56)

A pH muy acido, la forma mayoritaria es el cation flavilio, de color rojo. Cuando el pH del
medio aumenta, la forma flavilio se transforma en la base quinona de color violdceo y en la
forma carbinol que es incolora. Esta ultima reaccidn implica la entrada de una molécula de agua,
la liberacidn de un protdn y el ataque nucledfilo del hidroxilo del agua, el cual neutraliza la carga
y provoca la desaparicion del color rojo. Por tanto, la hidratacion del catién flavilio es la
responsable de su pérdida de color. El carbinol puede transformarse en las calconas cis y trans
que presentan un ligero color amarillo. Dicha transformacién se ve favorecida por temperaturas
elevadas. Ademas, los antocianos en presencia del SO, muestran una pérdida temporal de color.
Por lo tanto, de acuerdo a estos equilibrios entre las formas rojas, incoloras y azules de los
antocianos, el vino tinto a su pH habitual, entre 3,5y 3,9, deberia tener muy poco color rojo y
ser azulado, pero esto no es asi debido a la gran importancia que tienen la copigmentacion y las
reacciones en las que se forman nuevos pigmentos (56, 57).

El fendmeno de la copigmentacién se produce debido a la capacidad de los antocianos
mondmeros, en su forma de catidn flavilio, para formar asociaciones entre ellos o con
copigmentos mediante interacciones débiles. Las moléculas de antocianos son planas y pueden
formar asociaciones no covalentes entre ellas o con otras moléculas, dando lugar a estructuras
de tipo sandwich con un nimero de capas variable entre 2 y 10. La unidn se realiza a través de
enlaces de baja energia que se establecen mediante interacciones entre los anillos aromaticos
de las moléculas que participan. Estas estructuras generan un entorno hidrofébico que va a
impedir el acceso de moléculas de agua que potenciarian la formacion de bases hidratadas
incoloras (carbinol) (58, 59). Asimismo, la copigmentacidon va acompafiada de dos efectos. Por
un lado, da lugar a un incremento de la intensidad de color (efecto hipercromico) y por otro, se

produce un viraje hacia tonalidades mds azuladas (efecto batocrémico).
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Ademas de la copigmentacién, los antocianos pueden reaccionar con otras moléculas y
originar nuevos pigmentos. A continuacidn, se muestra un esquema con las posibles reacciones

de los antocianos, asi como los nuevos pigmentos que se forman (Figura 6).

Vitisina B
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Figura 6. Principales reacciones quimicas de los antocianos. Adaptado de Zamora-Marin (56)

Durante el envejecimiento y la maduracion, el color de los vinos cambia de rojo/violeta a
rojo/naranja debido a varias reacciones quimicas (oxidacion, reduccién y polimerizacién) en las
que participan antocianos, siendo asi los precursores de nuevos compuestos. Como se puede
observar (Figura 6), en las primeras etapas de la evolucién del vino, las antocianinas pueden
reaccionar con los flavan-3-oles de forma directa formando un nuevo pigmento mas estable y
de color rojo, o indirectamente a través de aldehidos, produciendo nuevos pigmentos purpura.
El acetaldehido es particularmente importante para las reacciones de transformacién quimica
de las antocianinas (57, 60). De igual manera, estos compuestos generan polimeros de
antocianos unidos mediante puentes etilo que mantendrian su color rojo, o podrian formar un
nuevo pigmento denominado vitisina B, de color anaranjado. A su vez, los antocianos pueden
reaccionar con el acido pirdvico generando la vitisina A, también de color anaranjado. Por
ultimo, la vitisina A también puede reaccionar con un vinil-fenol o con un vinil-flavanol y originar

nuevos pigmentos de color azul (56). En general, los pigmentos derivados de las antocianinas
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son mas resistentes a los cambios de pH y al blanqueo por bisulfito que las antocianinas
precursoras. Esto explica la estabilizacién del color que experimenta el vino durante un correcto
proceso de envejecimiento. En esta etapa el oxigeno juega un papel importante en la formacion
de compuestos derivados de antocianinas y, por lo tanto, decisivo en la estabilidad del color del
vino (60). En resumen, el vino posee muchos pigmentos que contribuyen a su color. En funcién

de su composicidn inicial estaran potenciadas unas u otras reacciones.

2.2.3. Aroma

El aroma del vino posee una gran complejidad, debido a su origen, pues es consecuencia
de multiples transformaciones bioldgicas, bioquimicas y tecnolégicas, y también debido al gran
numero de compuestos volatiles que existen en el vino en diversas concentraciones. La mayoria
de los constituyentes quimicos del vino generan mas sensaciones gustativas que olfativas. Sin
embargo, los constituyentes minoritarios son los que producen las caracteristicas aromaticas
distintivas de un vino (12).

Las sustancias volatiles de los vinos espumosos se pueden clasificar en diferentes familias:
terpenos, aldehidos y compuestos carbonilos, alcoholes, dcidos volatiles y ésteres. Los terpenos
proceden principalmente de la uva y aportan fragancias caracteristicas de muchas flores, frutas,
semillas, hojas, maderas y raices; pero sélo en su forma libre contribuyen al aroma del vino. El
aldehido mayoritario en el vino es el acetaldehido, que por encima de sus valores de umbral
olfativo es considerado un defecto olfativo. La mayoria de las cetonas se originan durante la
fermentacidn y son poco significativas sensorialmente, aunque cabe destacar el diacetilo o0 2,3-
butanodiona, que en bajas concentraciones aporta notas aromaticas de mantequilla o frutos
secos. Los alcoholes aromaticos mds significativos son los alcoholes superiores que estan
relacionados quimicamente con el etanol pero poseen cadenas de 3 a 6 dtomos de carbono.
Estos compuestos poseen cierto olor acre y en bajas concentraciones aportan complejidad al
buqué del vino. Dentro de los acidos volatiles destaca el acido acético por ser el mas comun;
otros acidos volatiles que se encuentran en el vino son el acido férmico, el acido propanoico o
los acidos carboxilicos Cs y Cio. Generalmente estos acidos volatiles poseen un aroma muy
marcado que se asocia a defectos olfativos, pero habitualmente se encuentran por debajo de
los niveles de deteccidn. En el vino se han identificado mas de un centenar de ésteres, aunque
la mayoria se encuentran en cantidades muy bajas para influir en el aroma de los mismos. Los
ésteres que poseen aromaticidad presentan caracteristicas frutales que influyen en el buqué de
los vinos jovenes. Durante el envejecimiento pierden influencia aromatica debido a que algunos

ésteres se hidrolizan (12).
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Los compuestos volatiles pueden clasificarse seglin su origen. Los compuestos varietales
0 aromas primarios estan en la uva en forma libre (pirazinas y terpenoles) o como precursores
inodoros. Los constituyentes pre-fermentativos son aldehidos y alcoholes de seis dtomos de
carbono y son los responsables de aromas verdes y herbaceos. Los compuestos fermentativos
que provienen del metabolismo de las levaduras son alcoholes superiores, acidos grasos y
ésteres, y por ultimo, hay compuestos terciarios o post-fermentativos que variaran en funcion
del tipo y la duracién de la conservacién del vino (61). Los compuestos volatiles producidos
durante el envejecimiento en presencia de lias se producen mediante reacciones quimicas y/o
enzimaticas, y son los que proporcionan al vino espumoso unas caracteristicas aromaticas
propias y distinguibles del resto de vinos tranquilos (62). La influencia de los compuestos
aromaticos sobre la espuma no esta clara. Gallart y col. (38) observaron que los vinos espumosos
estaban enriquecidos en acidos grasos aunque demostraron una correlaciéon negativa con el
parametro HM, tras estudiar la relacién de esterificacidon de los acidos grasos concluyeron que
los esteres etilicos de 4cidos grasos contribuyen a la espumabilidad. Sin embargo, otros autores
(26) describieron un efecto negativo de los 4cidos grasos en la espuma debido a que los vinos
espumosos mostraron una disminucién en el contenido de acidos grasos, sobre todo en los de
cadena larga. Ubeda y col. (63) describieron una pérdida significativa de ésteres durante la
segunda fermentacion y el envejecimiento que podria estar relacionada con la adsorcién de las

lias, la volatilidad de los ésteres y la hidrdlisis quimica.

2.2.4. Gusto

La calidad de un vino esta fuertemente relacionada con la armonia del equilibrio del
gusto del mismo, que tiene un papel clave en la complejidad del vino. En los vinos tranquilos, el
equilibrio del gusto se debe principalmente a las interacciones que se producen entre los
sabores dulces, acidos y amargos. Las variaciones en la intensidad de la acidez pueden influir en
la percepcién de otros atributos como la astringencia. La astringencia es una sensacion tactil
relacionada principalmente con los compuestos fendlicos. Recientemente se ha sugerido que
existen efectos sinérgicos entre los compuestos fendlicos debido al comportamiento
cooperativo que tienen estos compuestos al unirse a las proteinas, lo que podria explicar que la
astringencia este mas influenciada por la composicion polifendlica cualitativa que por la
concentracién total (64). En el vino tinto la astringencia es un atributo importante que esta
directamente relacionado con la calidad general de los vinos (65). En el caso de los vinos
espumosos, durante el envejecimiento sobre lias se produce la autolisis de las levaduras, lo que

parece modular la astringencia de los vinos debido a la liberacidon de polisacaridos que
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interaccionan con los compuestos fendlicos (66). Ademds, las proteinas que son liberadas
durante el proceso de autolisis se han relacionado con la percepcion de “cuerpo mas completo”;
y los acidos nucleicos de las levaduras que son liberados durante la autolisis han sido
relacionados con el sabor de los vinos espumosos (13).

Tras la evaluacién inicial del aroma, los catadores estudian las sensaciones en boca que
los vinos les producen. Las primeras sensaciones en boca potencialmente reconocidas son los
sabores dulce y acido. El sabor dulce es percibido en la punta de la lengua mientras que la acidez
es mas evidente en los lados de la lengua y en el interior de la boca a la altura de los carrillos.
Generalmente la sensacidon punzante de la acidez es mas persistente que la sensacion dulce.
Puesto que la sensacién amarga se detecta mas tarde, el incremento de su percepcién suele
coincidir con el descenso de la percepcién del dulzor. El amargor normalmente es percibido en
la parte central posterior de la lengua. A continuacién, el catador debe centrarse en las
sensaciones tdctiles en boca, como son la sequedad, la astringencia, las percepciones de ardor
o las sensaciones picantes asociadas al diéxido de carbono, en el caso de los vinos espumosos.
Aunque todavia se esta lejos de dilucidar los mecanismos por los cuales se desarrolla la
astringencia, la interaccidn entre los compuestos fendlicos y las proteinas salivares parece ser lo
mas importante (64, 67). Los taninos reaccionan con las proteinas que contiene la saliva,
generando la sensacidn de astringencia (65, 68). La primera vez que se prueba el vino suele
resultar menos astringente y amargo que en las veces sucesivas. Las percepciones gustativas
(dulce, acido, amargo y salado) y las percepciones tactiles (astringencia, tacto, sequedad,
cuerpo...), en combinacidn con las sensaciones que se generan en nariz, producen la percepcién
denominada como flavor (12).

Algunos de los compuestos quimicos con mayor implicacién en el sabor de los vinos son
los azlcares, los alcoholes, los acidos y los fenoles. El dulzor en un vino se debe principalmente
a los azucares, en especial a la glucosa y a la fructosa, que en concentraciones superiores a 0,2
% muestran sabor dulce y contribuyen de manera creciente a la sensacion de cuerpo. En el caso
de los alcoholes, sdlo el etanol se encuentra en concentracion suficiente para producir
sensaciones gustativas detectables. El etanol potencia el sabor dulce de los azlcares, reduce la
percepcién de acidez haciendo que los vinos parezcan menos acidos y mas equilibrados,
incrementa la intensidad percibida de amargor de los compuestos fendlicos y disminuiye la
sensacion astringente de los taninos. Ademas, el etanol influye en la intensidad del sabor ya que
aumenta la volatilidad de los compuestos aromaticos e induce propiedades texturales como el
calor en el paladar (69). Cuando el contenido de alcohol aumenta, la sensacion de astringencia
de los vinos disminuye debido a la interferencia del etanol entre la unién de las proteinas de la

saliva y los polifenoles del vino y a la mayor percepcién de la viscosidad (67). Los compuestos
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acidos son claves para la estabilidad de color, pero ademas generan una sensacion refrescante
o de acidez si se encuentran en exceso. Dentro de los compuestos fendlicos destacan los taninos.
En el vino producen un sabor amargo y la sensacién de astringencia, ademas de contribuir al
color, cuerpo vy flavor. La catequina y sus polimeros (taninos condensados) generan la mayor
parte del sabor amargo y astringente de los vinos tintos, aunque los acidos hidroxicindmicos
también pueden conferir notas amargas (12).

En el caso de los vinos espumosos, las caracteristicas deseadas en boca son: i) burbujas
qgue explotan en la boca produciendo una sensacion de cosquilleo picante en la lengua; ii) una
acidez vigorosa sin aspereza; iii) que presente un retrogusto limpio y persistente; iv) bien
equilibrado; v) ausencia de perceptible astringencia o amargor (12).

Dos de los atributos mds importantes para conseguir estas caracteristicas de boca en los
vinos espumosos son la acidez que presenta el vino y la sensacién punzante que producen las
burbujas de CO,. Los vinos espumosos de calidad deben presentar una acidez alta que se
transformara en la percepcién de frescura al catar el vino. En cata, el sabor acido del vino es uno
de los cuatro sabores elementales. La acidez tendrd un caracter metalico y duro, si el principal
constituyente de la acidez es el acido tartarico, de verdor, si domina el acido mdlico, o acidulado,
si es el acido citrico el mayoritario. Los acidos originados por la fermentacion alcohdlica
presentan un papel secundario. El 4cido acético presenta un sabor agrio, aunque es el acetato
de etilo el que se percibe en la cata (70).

Dentro de las percepciones tactiles, en los vinos espumosos destaca una sensacién
punzante que se debe a la rotura de las burbujas de CO; en la boca produciendo una sensacion
de cosquilleo u hormigueo caracteristico (20). El CO; disuelto implica un estimulo multimodal
complejo, y actia sobre los receptores trigeminales y los receptores gustativos mediante la
conversion del CO; disuelto en acido carbdnico (71). Ademas, la sensacidén punzante se ve
afectada por el tamafio de burbuja y la temperatura. A parte de producir esta sensacion tactil
en boca, el CO, disuelto posee un ligero sabor acido, ademas de los sabores secundarios de
amargor y salado (12, 20). Por tanto, la efervescencia y la espuma no son Unicamente atributos
visuales, sino que influyen de manera significativa sobre las sensaciones que se perciben en el
paladar (72). Una bebida gasificada presenta habitualmente una efervescencia tumultuosa y de
grandes burbujas, lo que origina en boca una sensacién de agresividad, y perdera rdpidamente
su efervescencia a causa de la rdpida pérdida de CO,. Sin embargo, un vino espumoso natural
de calidad presentara en boca un agradable cosquilleo acompafiado de una agradable sensacion

de untuosidad provocada por la espuma (73).
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2.3. PRINCIPALES COMPUESTOS QUIMICOS DE LOS VINOS
ESPUMOSOS TINTOS

La composicidn quimica de un vino es clave para su calidad y por tanto, para sus
caracteristicas organolépticas. Los principales compuestos quimicos que influyen en la calidad
de un vino son los compuestos fendlicos, los compuestos aromaticos y los compuestos

nitrogenados.

2.3.1. Compuestos Fendlicos

Los compuestos fendlicos influyen de manera muy significativa en las caracteristicas
sensoriales de los vinos, principalmente tienen efecto en el color, aroma, cuerpo, astringencia y
amargor (74, 75). Ademds, poseen propiedades antimicrobianas, antioxidantes,
anticancerigenas y antiinflamatorias (76- 80). Quimicamente, los compuestos fendlicos se
caracterizan por tener un nucleo bencénico que contiene uno o varios grupos hidroxilo. Segun
su estructura quimica, generalmente se clasifican en dos grandes subgrupos: fenoles no
flavonoides, que abarcan los acidos fendlicos y los estilbenos, y fenoles flavonoides (81) (Figura

7).

Acidos cinamicos

Acidos fenoles —|:

Estilbenos

—

No flavonoides

= Flavonoles

B Flavononolesy
flavonas

m Antocianos

Catequinas
= Flavanoles —|:
Proantocianidinas

Figura 7. Clasificacion de los compuestos fendlicos. Adaptado de Zamora (58)

Flavonoides

Los compuestos fendlicos se encuentran en las distintas partes del racimo de la uva. En

general, los no flavonoides se encuentran en cualquier parte del racimo (piel, pulpa, semillas y
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raspon), mientras que los flavonoides, segin a que familia pertenecen, se encuentran
mayoritariamente en una u otra parte de la uva; de ahi las diferencias en cuanto a su
extractibilidad. Los flavonoles y los antocianos predominan en los hollejos de la uva mientras
que los 3-flavanoles se localizan preferentemente en la piel, las semillas y el raspdn (58). Existen
un gran numero de factores que influyen en la composicidon fendlica de las uvas como la
variedad, las condiciones edafoclimaticas, las condiciones culturales del cultivo y las practicas
tecnoldgicas. El grado de maduracion de las uvas también influye fuertemente en la composicion
fendlica. En la Figura 8 se detalla la evolucién durante la maduracién de la uva de los taninos de

la piel y de las semillas, asi como de los antocianos.

Concentracion

T. de la piel
/’-—

—

[

——
—

T. De las semillas

~—_

Antocianos

>
Envero Madurez de la pulpa Tiempo
Cambio de color

Figura 8. Evolucién de los compuestos fendlicos durante la maduracion. T: taninos (74)

Los antocianos aumentan su concentracion durante la maduracién de la uva hasta llegar
a un maximo cuando la pulpa alcanza su madurez; a partir de ese momento disminuye su
concentracién. Los taninos de la piel muestran una tendencia de aumento de la concentracion
con la madurez mientras que los taninos de las semillas tienden a disminuir. En términos
generales, tanto la concentracion de antocianos como de taninos aumenta durante la
maduracién de la uva. Ademas, los taninos de la piel disminuyen su astringencia segln avanza
la madurez de las uvas, mientras que los taninos de las semillas son siempre mas astringentes.
Haciendo un balance global, para un mismo grado de extraccién, los vinos elaborados con uva
madura deberan ser menos astringentes que los elaborados con uva pre-madura (58).

Los compuestos fendlicos de los vinos tintos tranquilos han sido ampliamente estudiados.
En relacidon a los vinos espumosos, existen diversos estudios acerca de la composicion fendlica
de los vinos base y de los vinos espumosos durante la crianza en presencia de lias tanto en vinos

espumosos blancos como en rosados (82- 86). Sin embargo, es escasa la bibliografia cientifica
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sobre los vinos espumosos tintos y la composicién polifenélica de los mismos. Jordao y col. (87)
estudiaron los diferentes porcentajes de fraccién de proantocianidinas (fraccion monomérica,
oligomérica y polimérica) en vinos espumosos comerciales blancos y tintos de la Denominacion
de Origen Portuguesa de Bairrada. Stefenon y col. (88) evaluaron la actividad antioxidante de
vinos espumosos blancos, rosados y tintos producidos tanto por el método charmat como por
el champenoise. Torchio y col. (89) estudiaron la composicién polifendlica y las caracteristicas
cromaticas de vinos base y espumosos tintos dulces elaborados con la variedad brachetto y
observaron que estas caracteristicas y la composicién de los vinos espumosos se mantuvieron
estables durante un afo de conservacidn. lvit y col. (90) estudiaron el uso de levaduras no
Saccharomyces en la elaboracidn de vinos espumosos blancos y tintos, y analizaron el contenido

de antocianos, piranoantocianos y el color.

2.3.1.1. Compuestos fendlicos no flavonoides

Dentro de este grupo se encuentran los acidos fenoles y los estilbenos (Figura 7).

2.3.1.1.1. Acidos fenoles

Los acidos fenoles se subdividen en acidos benzoicos y acidos cindmicos. Pueden
encontrarse en el vino en forma libre, pueden proceder de la hidrdlisis de otros polifenoles o
encontrarse esterificados con azucares, acidos organicos o alcoholes. Estos compuestos se
encuentran en los hollejos, en la pulpa, en las semillas y en el raspén. En la Figura 9 se representa
la estructura quimica de los acidos benzoicos, que en el vino se encuentran mayoritariamente

como acido galico, acido siringico y acido p-hidroxibenzoico.

o
” Principales acidos benzoicos R: R,
' - Acido Gélico OH OH
Acido p-hidroxibenzoico H H
Acido Siringico OCH; OCH;

HO

Ry

Figura 9. Estructura quimica de los principales acidos benzoicos del vino. Adaptado de Zamora

(58)

Los acidos hidroxicindmicos son los principales acidos fenoles de la pulpa. En el vino se

encuentran como 4acido cafeico, acido ferulico y acido cumarico como forma libre; como forma
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esterificada con el acido tartdrico se presentan como el acido caftarico, el acido fertarico vy el
acido cutdrico (Figura 10). Durante la segunda fermentacién y la crianza sobre lias se produce la
hidrélisis de los acidos esterificados dando lugar a un incremento en la concentracién de los
acidos libres (91). Martinez-Lapuente y col. (85) describieron una disminucién en la
concentracién de los acidos hidroxicinamicos durante el envejecimiento en presencia de lias de
vinos espumosos blancos y rosados, debido a interacciones con otros compuestos para formar
pigmentos mas estables y /o porque fueron adsorbidos por las levaduras. En los Gltimos meses
de la crianza en presencia de lias, los acidos hidroxicindmicos adsorbidos fueron liberados
debido al proceso autolitico, sobre todo en los vinos que presentaron altas concentraciones de

estos compuestos.

COORs Principales acidos R, R, R,
= higlrc.nxicina'rr_\icos

OH 0 Acido cafeico OH H H
o Acido caftarico OH H  Acido tartarico

OH Acido ferdlico OCH, H H
o o Acido fertdrico  OCH, H  Acido tartarico

Rs R Acido tartérico Acido p-cumdrico H H H
OH Acido p-cutdrico H H Acido tartarico

Figura 10. Estructura quimica de los principales acidos hidroxicinamicos. Adaptado de Zamora

(58)

Los acidos fenoles son compuestos que carecen de color pero que pueden participar en
las reacciones de copigmentacion (92). Desde el punto de vista organoléptico los acidos fenoles
muestran en disolucién cierto sabor acido, amargo y astringente; y su degradacién puede
originar fenoles volatiles, algunos de los cuales estan asociados a defectos aromaticos. Algunos
estudios parecen indicar que los acidos fendlicos afectan a la astringencia percibida. Ademas, se
ha postulado un efecto sinérgico entre los acidos fendlicos y los flavanoles denominado “co-
astringencia”; de acuerdo con esto, las mezclas de compuestos fendlicos son mas astringentes

gue el compuesto fendlico aislado en la misma concentracién (64, 93).

2.3.1.1.2. Estilbenos

Los estilbenos son compuestos fendlicos no flavonoides. Su concentracién puede variar
debido al estado sanitario de la uva ya que se desarrollan frente a ataques flngicos como
mecanismo de defensa o frente a una situacion de estrés bidtico o abidtico (94). El resveratrol o

3,4,5- trihidroxi-estilbeno se encuentra en los hollejos de las uvas en una concentracion
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aproximada de 20 pg/baya. En los vinos tintos su contenido promedio es 7 mg/L, en rosados 2
mg/L y en blancos 0,5 mg/L, aunque estos valores pueden variar en funcion de la variedad de

uva empleada en la vinificacién (95). En la Figura 11 se representa la estructura quimica de los

estilbenos.
i ok Principales R, R, R,
estilbenos
Resveratrol OH H OH
N\ Resveratrol OGlucosa H OH
glucdsido
Astringina OGlucosa OH OH
R3 Resveratroldsido OH H OGlucosa
Ry Picetanol OH OH OH

Figura 11. Estructura quimica de los estilbenos. Adaptado de Zamora (58)

Respecto a la influencia de los estilbenos sobre el color y el resto de caracteristicas
organolépticas de los vinos, Gaudette & Pickering (95) describieron una mayor densidad de color
y un tono menor en los vinos tintos enriquecidos con trans-resveratrol, que podria explicarse
por reacciones de copigmentacidn entre los antocianos y el trans-resveratrol. En el caso de vinos
blancos, el enriquecimiento con trans-resveratrol parece aumentar la percepcion de la
astringencia y del amargor.

Ademas, en los ultimos afios estos compuestos estan cobrando interés debido a sus

propiedades beneficiosas sobre la salud humana (95- 98).

2.3.1.2. Compuestos fenolicos flavonoides

Se distinguen cuatro familias, flavonoles, flavononoles y flavonas, antocianos y flavanoles,
que a su vez se subdividen en catequinas y taninos condensados (Figura 8). Los compuestos
flavonoides son moléculas formadas por una estructura de 15 dtomos de carbono, dispuestas
en una estructura Ce-C5-Cs. Estos compuestos estan formados por dos anillos bencénicos,
denominados A y B, unidos por una cadena de tres dtomos que forman parte de un heterociclo

oxigenado (Figura 12).
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Figura 12. Estructura general de los flavonoides. Adaptado de Coopery col. (99)

2.3.1.2.1. Flavonoles

Los flavonoles son pigmentos amarillos que se localizan en los hollejos de las uvas donde
pueden encontrarse como forma heterdsida (glucdsido, galactésido, ramndsido, rutindsido o
glucurdnido) de las seis agliconas conocidas, quercetina, miricetina, kaempferol, isoramnetina,
laricitrina y siringetina. En el vino, debido a la hidrdlisis dcida que sufren durante la elaboraciéon
y envejecimiento se encuentran tanto como flavonoles glicésidos como en la forma aglicona

denominada “forma libre” (100). La estructura de estos compuestos se representa en la Figura

13.

Ry Principales R, R, R,

o flavonoles
Miricetina OH OH H
e & Quercetina OH H H
R Kaempferol H H H
Isorhamnetina OCH, H H
OH Laricitrina OCH, OH H
Siringetina OCH, OCH, H

OH o

Figura 13. Estructura quimica de los flavonoles. Adaptado de Zamora (58)

Los flavonoles son compuestos facilmente extraibles aunque no son muy solubles en
agua, por lo que requieren que haya algo de etanol para su extraccion. En su forma libre su
participacién en el color del vino tinto es poco importante, aunque principalmente contribuyen
a la componente amarilla. Sin embargo, son importantes en los procesos de copigmentacion
(57, 59, 92, 101). Con respecto al sabor, son compuestos que se han relacionado con las
sensaciones de amargor. Sin embargo, pueden participar en la astringencia de los vinos ya que
algunos estudios han demostrado que la adicién de quercetina-3-0O-glucésido vuelve al vino mas
astringente, verde, seco y persistente. Ademas, son compuestos de interés para la industria

alimentaria debido a sus propiedades beneficiosas como propiedades antioxidantes, actividades
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anticancerigenas, disminucion de la inflamacién y del riesgo a padecer enfermedades crénicas

(64, 102).

2.3.1.2.2. Flavononoles y flavonas

La estructura quimica de estos compuestos es muy similar a la de los flavonoles (Figura
13); unicamente difieren en que los flavononoles y flavonas no poseen el doble enlace del
heterociclo. Estos compuestos han sido identificados en champanes monovarietales elaborados

a partir de Chardonnay y Pinot noir (91).

2.3.1.2.3. Antocianos

Su nombre proviene del griego, anthos flor y kyanos azul. Son los compuestos
responsables del color de los vinos espumosos tintos y son extraidos durante el proceso de
maceracion-fermentacion. Se localizan en los hollejos de la uva aunque en las especies
tintoreras podemos encontrarlos también en la pulpa. Su estructura basica es del tipo C-Cs-Cs,

(Figura 14).

Antocianos R, R,
Pelargonidina H H
Delfinidina OH OH
Cianidina OH H
Petunidina OCH, OH
Peonidina OCH, OH
Malvidina OCH, OCH,

Figura 14. Estructura de los antocianos (Rs: 4cido acético, acido cumarico o acido cafeico).

Adaptado de Monagas & Bartolomé (103)

Los antocianos estdan formados por la combinacién de una aglicona, que es la parte
cromdfora y se denomina antocianidina, y de un azucar que generalmente es la glucosa. La
glucosa puede estar esterificada en la posicidon 6 con distintos acidos (Rs). Principalmente en
Vitis vinifera las antocianinas identificadas son cinco, delfinidina, cianidina, petunidina,
peonidina y malvidina, siendo la malvidina-3-glucosido la antocianina mayoritaria. Sin embargo,
también ha sido detectada en baja concentracidn una sexta antocianidina, la pelargonidina

(104).

40



Introduccion

La concentracion de antocianos en el vino depende de un gran nimero de factores como
la variedad y estado de madurez de la uva, las condiciones climaticas y las practicas enoldgicas
aplicadas durante la vinificacidn (intensidad del prensado, tiempo de maceracidn, temperatura
de fermentacién, levaduras, enzimas, manejo del sombrero, etc.). Durante la crianza los
antocianos sufren una serie de reacciones que pueden hacerlos mas estables y pueden incluso
desaparecer.

En estudios previos sobre vinos espumosos tintos (89, 90), se describié una disminucidon
de la concentracién de antocianos durante la segunda fermentacion con respecto a la medida

en el vino base.

2.3.1.2.4. Flavanoles

Los principales flavanoles o flavan-3-oles de la uva son los mondmeros de (+)- catequina,
(-)- epicatequina, (-)- epigalocatequina y (-)-epicatequina galato (Figura 15). Estos compuestos
se encuentran en el hollejo, en las pepitas y el raspdn de la uva de forma simple o polimerizada.
Los taninos de las semillas presentan menor grado de polimerizacion que los taninos de la piel

(105).

oH OH

OH OH

HO o W

“on

OH

(+)-catequina (-)-epicatequina
OH
OH / l OH
HO 0 W HO o 0 2
o OH | A SN oH
N o TN
“OH () CO = \ / ——OH
OH OH
OH
(-)-epigalocatequina (-)-epicatequina galato

Figura 15. Principales flavonoles monémeros

Ademas de como compuestos mondmeros, los flavanoles se encuentran en las uvas y el
vino como polimeros, y reciben el nombre de taninos condensados o proantocianidinas (Figura

16).
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Figura 16. Estructura de las proantocianidinas

El grado medio de polimerizacién, mDP, es el nimero promedio de subunidades de flavan-
3-ol que componen la cadena de taninos. Se trata de un parametro con una gran heterogeneidad
y tiene diferentes valores dependiendo de la variedad de uva, del efecto de la afiada y de las
técnicas enoldgicas aplicadas durante la vinificacién (106).

Las formas mondmeras de los flavanoles presentan un ligero color amarillo o son
incoloras; al aumentar la polimerizacién se incrementa el color amarillo. Respecto al color del
vino, los flavanoles pueden actuar como copigmentos colaborando en la estabilidad del color
durante el envejecimiento (57, 107, 108).

Las proantocianidinas han mostrado una gran afinidad por las proteinas salivares. Son
componentes principales de los vinos debido a que se extraen de los hollejos de las uvas y de las
semillas durante la vinificacidn. Por estas razones se considera que la astringencia del vino esta
impulsada por los flavanoles. La epicatequina es mas astringente que la catequina y muestra una
astringencia persistente, inmadura, seca y dura. La galocatequina es sin embargo menos
astringente que la catequina, y se explica porque el nimero de sustituyentes hidroxilo en el
anillo B del nucleo flavanico (Figura 12) es importante en la interaccién con las proteinas
salivares y el desarrollo de la sensacidn de astringencia. Respecto al peso molecular, y a medida
que la cadena de polimero se alarga, mayor es la astringencia de los taninos. Ademas, las
proantocianidinas pueden actuar como ligandos polidentados; cuanto mayor es su peso
molecular, mayor es el numero de posibles sitios de unidn en la proantocianidina, lo que
incrementa la capacidad de los taninos para interactuar con las proteinas. Sin embargo, la
relacidn entre el tamafio molecular de la proantocianidina y la afinidad por las proteinas no es
directa y se deben tener en cuenta algunos factores. Por un lado, al aumentar el peso molecular
las partes hidrofdbicas, pueden ser menos accesibles y los taninos se vuelven mas inflexibles,
limitando el contacto con la proteina. Por otro lado, la solubilidad de los taninos altamente
condensados es baja, lo que puede producir su auto-precipitacidon antes de que se produzca la

interaccion (64, 93).
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2.3.2. Compuestos volatiles

Los compuestos aromaticos que se encuentran en los vinos espumosos tienen diferentes
origenes. Pueden proceder principalmente de la uva (aromas varietales o primarios), de las
levaduras que llevan a cabo las fermentaciones (aromas fermentativos o secundarios) o del
envejecimiento sobre lias (aromas derivados de la crianza o terciarios). Los aromas verdes o
herbaceos estan ligados a la uva pre-madura, pero si no superan el umbral de deteccién en el
vino no tienen por qué ser perjudiciales para la calidad organoléptica de los vinos. Los
compuestos que contribuyen al aroma pueden estar en forma libre o ligada. En la uva existen
compuestos precursores glicosidicos que serdn los compuestos que liberen por via quimica o
enzimatica moléculas aromaticas durante la fermentacién o el envejecimiento. Los precursores
aromadticos incluyen compuestos derivados de mercaptanos, fenoles voldtiles, lactonas,
norisoprenoides, vainillinas y terpenos ligados a azlcares (109- 111).

Aunque la composicién general de la mayoria de las variedades de uva es muy similar, los
aromas varietales son algunos compuestos que permiten diferenciar a los vinos por su variedad.
En el caso de la variedad Tempranillo, en vinos tranquilos se ha caracterizado como compuesto
volatil tipico de la variedad el eugenol, con aroma a regaliz y clavo (112).

Los aromas secundarios son producto de las fermentaciones producidos por
microorganismos del vino (levaduras y bacterias lacticas), que participan en las notas florales,
afrutadas y lechosas de los vinos jévenes; principalmente son ésteres etilicos de dcidos grasos y
acetatos de alcoholes superiores (113). Son cuantitativamente el grupo mas numeroso, aunque
el impacto en el aroma global de los vinos no es tan acusado (114). En la Figura 17 se detalla la
formacién de los aromas secundarios del metabolismo de la levadura que se producen durante
la fermentacidn alcohdlica. Los acidos grasos, junto con sus ésteres, y los alcoholes son los
compuestos mas caracteristicos del aroma fermentativo. Los alcoholes son el grupo mayoritario
de compuestos volatiles que se forman durante la fermentacién alcohdlica. Se forman a partir
de los aminodcidos y en los vinos espumosos destacan el 2- y 3-metil butanol, propanol,
pentanol, 2-metilpropanol, butanol y 2-feniletanol. Si la concentracién de estos compuestos es
inferior a 400- 500 mg/L aportan complejidad al vino (115). Los ésteres son otro grupo de
compuestos importantes que se forman en esta etapa. La mayoria son ésteres etilicos de acidos
grasos que contribuyen a las notas frutales incluso en bajas concentraciones (116). Los acidos
grasos pueden ser lineales de cadena corta (C>-C4), media (Cs-Ci0) y larga (C12-Cis), o ramificados

como el 2-metil propanoico o el 2-metil butanoico, sobre los cuales se ha comprobado que a
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medida que aumenta la longitud de su cadena, la volatilidad disminuye y el olor cambia de acido

arancio (117).

H,S
Azicares Precursores de uvas

l

Azucares

Diacetilo HS < Sulfatos Compuestos volatiles
S e—
l l Sulfitos
Acetaldehido Piruvafo —> Acetolactato = /
/ \ Aminodcidos
Acetaldehido —> AcetilCoA Cetodcios Compuestos azufrados
J’ Acidos grasos CoA Alcoholes
Etanol l, l, superiores

Acidos grasos Esteres
Alcoholes
Etanol \) superiores
Esteres

Acidos grasos

Figura 17. Formacion de compuestos del aroma por la levadura durante la fermentacién

alcohdlica. Adaptado de Pozo-Baydn (114)

Otros compuestos secundarios son los carbonilicos; entre los que influyen en el aroma del
vino se encuentran el acetaldehido, la acetoina, el diacetilo y la 3-hidroxipentan-3-ona, siendo
el acetaldehido el mas abundante. Las levaduras, por descarboxilacién de los acidos cumarico y
ferdlico, producen fenoles volatiles entre los que destacan el 4-vinilfenol y el 4-vinilguayacol,
aunque se producen en mayor cantidad en los vinos blancos. Martinez-Garcia y col. (118) en su
estudio sobre la composicién volatil de vinos base y vinos espumosos blancos, observaron que
debido a la presién del CO,, al final de la segunda fermentacién aumentaba el contenido en
ésteres y disminuian los alcoholes superiores y aldehidos respecto a los valores medidos a mitad
de la fermentacién.

El aroma terciario esta formado por todos aquellos compuestos que se originan durante
la conservacién y el envejecimiento de los vinos. Durante el envejecimiento de los vinos
espumosos la autolisis de las levaduras produce importantes cambios en la composicién de los
vinos, especialmente en los compuestos volatiles, lo que influye en la calidad final de los vinos
(119, 120). Durante esta etapa se producen simultdneamente la sintesis y degradacién de
diversos compuestos, por lo que los estudios muestran resultados contradictorios. Se produce
la hidrdlisis de algunos ésteres, como los acetatos de alcoholes superiores, con lo que el vino se

empobrece en compuestos relacionados con notas aromaticas mas frescas y asociadas a aromas
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florales y frutales. En la superficie de las lias pueden quedar retenidos ésteres, aldehidos y
terpenos, modificando también asi el aroma de los vinos espumosos (63, 121).

Muchos precursores aromaticos presentes en el vino pueden sufrir también una
progresiva hidrélisis liberando compuestos aromaticos como los vitispiranos y el TDN (1,1,6-
trimetil-1,2-dihidronaftaleno), que estan asociados a aromas a frutos secos, tabaco o quemado.
Se considera que su origen se debe a la accion de las enzimas liberadas durante la autolisis de
las levaduras sobre los carotenoides (109, 122).

La mayoria de estudios sobre la composicion volatil de los vinos espumosos se ha centrado
en variedades tipicas para la elaboracion de cavas. Sin embargo, existen algunos estudios sobre
vinos espumosos que se han elaborado a partir de variedades tintas. Hidalgo y col. (123)
realizaron su estudio sobre uvas de la variedad Garnacha confirmando su idoneidad para la
elaboracion de espumosos rosados; Riu-Aumatell y col. (109) estudiaron la evolucion de los
compuestos volatiles durante el envejecimiento en presencia de lias en cavas y vinos espumosos
rosados elaborados con la variedad Trepat. Pozo-Baydn y col. (120) estudiaron la composicion
volatil de las variedades Trepat y Monastrell, observando que la variedad influyé en la
composicion volatil de los vinos espumosos y confirmando que las uvas de la variedad
Monastrell tenian una buena aptitud para la elaboracién de vinos espumosos rosados. lvit y col.
(90) han publicado un trabajo centrado en el efecto del uso de levaduras no Saccharomyces en
la elaboracién de vinos espumosos blancos y tintos. Dicho estudio evalta la composicién volatil
de los vinos base y espumosos tras 4 meses de crianza en presencia de lias empleando las
variedades Airén y Tempranillo. Rizzolo y col. (40) observaron una disminucidn del contenido de
acetaldehido durante la maceracién en su estudio sobre las caracteristicas fisico-quimicas de los
vinos espumosos tintos de Brasil. Ubeda y col. (63), en su estudio sobre los cambios en la
composicion volatil de vinos espumosos elaborados a partir de la variedad Tempranillo,
describieron una disminucién del contenido de ésteres durante el envejecimiento en presencia

de lias, lo que se relaciona con una disminucidn de aromas frutales y florales de los vinos.

2.3.3. Aminoacidos y aminas biogenas

Los aminoacidos presentes en el vino pueden tener diferentes origenes. Ademas de los
que estan presentes en las uvas y los que pueden ser metabolizados por las levaduras y bacterias
lacticas durante las fermentaciones, otros son secretados por las levaduras y bacterias al final
de las fermentaciones, algunos son liberados por protedlisis durante la autdlisis de levaduras
muertas y otros se producen por degradacidn enzimatica de las proteinas de la uva. A su vez, la

variedad y el estado de maduracion de la uva, las condiciones climatolégicas, asi como las
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practicas de viticultura y las técnicas de vinificacién empleadas, afectan al contenido total de
aminodacidos en el vino (124, 125).

Los aminoacidos son usados por las levaduras como fuente de nitrégeno. Sin embargo, la
prolina puede encontrarse en altas concentraciones en los vinos debido a que las levaduras en
ausencia de oxigeno no son capaces de asimilarla. Los aminodcidos también actian como
precursores de compuestos aromaticos (126), por lo que su grado de conversidon en compuestos
aromaticos también influira en las concentraciones de aminodcidos en los vinos espumosos (16).
Se han realizado diversos estudios sobre la evolucion de la composicién de los aminodcidos
durante la crianza en presencia de lias. Moreno-Arribas, y col. (127) y Pozo-Bayén y col. (120),
observaron un aumento en la concentracién de sustancias nitrogenadas y aminoacidos durante
el envejecimiento en presencia de lias. Sin embargo, otros autores han descrito una disminucién
en el contenido de aminodcidos durante el envejecimiento en presencia de lias (128- 130).

Los aminoacidos libres también han sido correlacionados con los pardmetros de la
espuma (25, 33 y 131), aunque Medina-Trujillo y col. (26) describieron que no habia correlacion
debido a que la concentracidn de los aminodcidos no variaba significativamente en las diferentes
fracciones de vino analizadas (espuma, vino espumoso y fraccion remanente). Aln con este
resultado contradictorio, si se cree que los aminoacidos influyen en la espuma, lo que no esta
claro es el mecanismo por el cual los aminodacidos contribuyen a la estabilidad de la espuma (16).

En vinos tintos tranquilos elaborados con la variedad Tempranillo se han encontrado
concentraciones entre 1.300 mg/L y 2.200 mg/L de aminoacidos totales (124). En el caso de los
vinos espumosos, la concentracidon de los aminoacidos dependera de la composicidén del vino
base y los aminoacidos que se liberen durante la autolisis de las levaduras. A su vez, los
aminodcidos pueden sufrir descarboxilaciones y originar aminas bidgenas.

Las aminas bidgenas son compuestos que se encuentran de forma natural en las plantas;
algunas poliaminas como la putrescina pueden estar presentes en la piel de las uvas (132) y
también se encuentran en diferentes productos alimentarios que han experimentado una
fermentacidn realizada por bacterias lacticas, como el queso, la cerveza o el vino. En presencia
de etanol aumenta su efecto sobre la salud debido a que se inhiben las enzimas encargadas de
su detoxificacién (133). Por lo general, las aminas bidgenas se forman mediante reacciones
enzimaticas a través de una descarboxilacion de aminodcidos o por hidrdlisis de sustancias
nitrogenadas durante las fermentaciones o los procesos de envejecimiento y conservacion de

los vinos (Figura 18).
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Figura 18. Aminas bidgenas y sus aminodcidos precursores

Las principales aminas biégenas que encontramos en los vinos son la histamina,
putrescina, cadaverina, agmatina, espermidina, tiramina, triptamina, isoamilamina vy
feniletilamina. La cadaverina y putrescina se asocian con defectos aromaticos del vino. Las
aminas aromaticas como la histamina, la tiramina o la feniletilamina, pueden producir dolores
de cabeza, intolerancias y nauseas entre otros efectos negativos para la salud en las personas
sensibles. La presencia de putrescina y cadaverina se asocia con una falta de higiene o limpieza
en la bodega (132). Martinez- Lapuente y col. (129) describieron una disminucién en algunas
aminas bidgenas durante el envejecimiento del vino en presencia de lias, al igual que ocurria
con los aminodcidos.

La Unién Europea no ha establecido limites legales con respecto al contenido permitido
de aminas bidgenas en vinos pero hay paises que han establecido limites de importacién o
valores recomendados de seguridad con respecto a la histamina. Francia recomienda valores
por debajo de los 8 mg/L, mientras que Bélgica ha establecido el limite entre 5-6 mg/L, siendo
Alemania el pais mas restrictivo estableciendo la concentracién maxima recomendada de
histamina en 2 mg/L (125, 134). Espafia no ha establecido limites legales para las aminas
bidgenas, aunque debido al aumento de la preocupacién de la sociedad por la salud y a que
otros paises emplean el contenido de aminas biégenas como barrera para las importaciones, es
un tema de actualidad y los endlogos tienen como objetivo elaborar vinos con baja

concentracién de aminas bidgenas.
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2.4. ELABORACION DE VINOS ESPUMOSOS

El término vinos espumosos abarca un gran abanico de vinos segun las variedades
empleadas, las regiones donde se producen y los sistemas utilizados en su elaboracién, que los
hacen ser muy diferentes entre ellos; aunque presentan una caracteristica comun: el origen del
didxido de carbono es natural y procede de la primera fermentacién alcohdlica del mosto o de
la segunda fermentacion que experimenta el vino base (135). Segun la Organizacion
Internacional de la Vid y el Vino (OIV) la definicién de vino espumoso es: “vinos especiales
producidos a partir de uvas, mostos o vinos procesados segun técnicas aceptadas por la OIV,
caracterizados, en el descorche, por la produccién de una espuma mds o menos persistente
resultante del desprendimiento de didxido de carbono de origen exclusivamente enddgeno. La
sobrepresidn de este gas en la botella ha de ser de al menos 3,5 bares a 20 °C. No obstante, para
botellas de una capacidad inferior a 0,25 L, la sobrepresion minima se reduce a 3 bares a 20 °C”
(136).

La tradicion atribuye la invencién del vino espumoso al fraile benedictino Don Perignon
(1638-1715). Sin embargo, en el siglo XIV ya habia referencias escritas sobre vinos espumosos
de la pluma del tedlogo franciscano Francesc Eiximenis (Girona 1327/32- Perpifian 1409). El
descriptor organoléptico utilizado en uno de sus tratados (Lo Crestia) nos induce a pensar en la
presencia de carbdnico en el vino. Varios siglos antes, el poeta romano Publio Virgilio Marén
(70-19 a. C.) ya conocia los vinos espumosos. Ambos autores describen unos vinos que producian
un cosquilleo en el paladar y una sensacién de frescor en boca, pero parece que su obtencion
era fruto del azar (137). Los vinos espumosos deben gran parte de su desarrollo a los avances
técnicos producidos en los elementos que se emplean para la conservacién de la espuma, el
corcho vy el vidrio. La introduccion de los cierres de corcho y las mejoras en la elaboracién de
vidrio, haciendo a este mas resistente a altas presiones, fueron claves para poder desarrollar los
vinos espumosos (138).

La legislacién espafiola reglamenta los vinos espumosos naturales y los vinos gasificados
segun la Orden del 27 de Julio de 1972 (B.O.E. de 8 de Agosto de 1972), por la que los define de
la siguiente manera: “son aquellos vinos procedentes de uvas de variedades adecuadas, que
contienen, como consecuencia de su especial elaboracion, gas carbdnico de origen enddogeno y
que al ser descorchada la botella y escanciado el vino forma espuma de sensible persistencia,
seqguida de un desprendimiento continuo de burbujas. El gas carbonico procederd de una

segunda fermentacion, realizada en envase herméticamente cerrado, de azucares naturales del
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vino base o afiadidos y el producto terminado tendrd una presion minima de cuatro atmdsferas
a 20 °C”.

Dentro de los vinos espumosos naturales se distinguen en Espafia cuatro tipos: Cava, Vino
Espumoso Natural, Fermentacion en Botella o método Transfer, y Grandes Envases o Granvds.
Los dos primeros se caracterizan por su elaboracién mediante el método tradicional, también
conocido como champenoise y se diferencian por pertenecer el primero a la D.O. Cava, mientras
gue el segundo no pertenece a dicha denominacién. Estos vinos desarrollan el proceso de
elaboracion y crianza, desde la segunda fermentacién hasta la eliminacién de las lias inclusive,
en la misma botella en la que se ha realizado el tiraje, siendo el tiempo minimo de permanencia
del vino con las lias de nueve meses. Los vinos espumosos de granvds se elaboran en grandes
envases o depdsitos de cierre hermético donde realizan la segunda fermentacion y los vinos
espumosos de fermentacion en botella son un hibrido de ambos sistemas (135). Culbert y col.
(131) estudiaron cdmo influye el método de elaboracion en la composicion quimica de los vinos
y las propiedades de la espuma y determinaron que los vinos espumosos naturales elaborados
por el método tradicional presentaron un contenido mayor de alcohol y proteinas, asi como un
contenido de compuestos fendlicos totales menor, pero mostraron buena estabilidad de
espuma con respecto a los otros vinos estudiados elaborados por los métodos transfer, charmat
y gasificacién (vinos espumosos no naturales).

Los vinos espumosos se clasifican en funcion de su riqueza en azdcares como (136):
Brut, cuando tiene como maximo 12 g/L de azlcar, con una tolerancia de + 3 g/L.
Extraseco, cuando contiene entre 12 y 17 g/L con una tolerancia de + 3 g/L.

Seco, cuando contiene entre 17 y 32 g/L con una tolerancia de + 3 g/L.

Semiseco o semidulce, de 32 a 50 g/L de materias reductoras.

NN NEE NN

Dulce, superior a 50 g/L de materias reductoras.
Segun lo dispuesto en el Reglamento (CE) n® 607/2009, son vinos espumosos brut nature
aquellos cuyo contenido en azucar es inferior a 3 g/Ly no se le ha afiadido aztcar después de la
segunda fermentacion.
La elaboracion de los vinos espumosos por el método tradicional se realiza dentro de las
botellas como Unico envase, desarrollandose sucesivamente tras la elaboracion del vino base,
las siguientes fases: tiraje, rima, punta, y degiielle. El esquema de elaboracion se muestra en la

Figura 19.
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Figura 19. Esquema del proceso de elaboracidn de los vinos espumoso mediante el método

tradicional o Champenoise. Adaptado de Garcia-Gallego (139)
2.4.1. Elaboracidn del vino base tinto

El vino base debe tener una graduacién alcohédlica moderada que permita una adecuada toma
de espuma y una acidez relativamente elevada para que el vino tenga una buena sensacién de
frescura en boca. Al tratarse de vinos espumosos tintos, el vino base debera tener ademas una
buena intensidad de color. Nos encontramos entonces con un dilema; si queremos que el vino
base tinto tenga una graduacion alcohdlica entre 10 y 12 % vol., debemos cosechar las uvas
cuando alcancen la madurez de la pulpa pero antes de que hayan alcanzado la madurez fenélica
adecuada. Esto producird vinos con poco color, poco estructurados y que serdn amargos y
astringentes en boca ya que la uva poseera una menor concentracién de antocianos que seran
dificiles de extraer debido a la mayor rigidez de la baya y a que el tanino del hollejo no habra
alcanzado el grado de madurez deseado.

Para solventar estas dificultades, en esta tesis se estudian distintas técnicas enoldgicas,

que se describen en el apartado 2.5, para la elaboracién de vinos base tintos adecuados.
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Los vinos base tintos deberdn estar perfectamente limpios y estabilizados frente a las
precipitaciones tartaricas y/o de materia colorante antes de ser introducidos en la botella con
el licor de tiraje (140), ya que una vez en botella junto al licor de tiraje no se haran mas
tratamientos. El vino base tinto deberd de tener las siguientes caracteristicas analiticas
(caracteristicas referidas para vinos base espumosos blancos y rosados (135), no se han
encontrado definidos los limites para la produccién de vinos base tintos):

v" Graduacién alcohdlica: 9,5-11,5 % vol.
Acidez total (en acido sulfurico): 3,5-6 g/L.
Extracto seco no reductor: 12,5-20 g/L.
Acidez volatil real (en acido acético) < 0,7 g/L.

SO, libre < 20 mg/L.

NSRRI

SO, total < 170 mg/L.

2.4.2. Tiraje

La fase de tiraje comprende tanto la preparacion del “vino de tiraje” como su embotellado
y taponado. El vino de tiraje se prepara llenando la botella con el vino base y el licor de tiraje,
que es una disolucién formada por levaduras y sacarosa en proporcién adecuada para que la
segunda fermentacién produzca la presién de didxido de carbono deseada. Las especies de
levaduras que se emplean habitualmente en la segunda fermentacidon son Saccharomyces
cerevisae o Saccharomyces bayanus. Deben ser cepas que presenten una serie de caracteristicas
como actividad fermentativa a baja temperatura, resistencia al etanol y a la presidon de CO,,
capacidad floculante y capacidad autolitica entre otras (135, 141). Junto al azucary las levaduras
se suele afiadir una pequefa cantidad de bentonita con el objetivo de facilitar la floculacion de
las levaduras para su posterior eliminacion. Esta cantidad debe ser pequeiia puesto que la
bentonita puede afectar a la capacidad espumante de los vinos espumosos, asi como reducir su
calidad sensorial (140, 142). Posteriormente las botellas son cerradas con un tapon corona

temporal de acero inoxidable.
2.4.3. Rima
Terminado el tiraje las botellas son trasladadas a los locales de crianza llamados cavas. En

dichos espacios se controla la temperatura y humedad relativa y las botellas se colocan en

posicién horizontal. Durante esta etapa se produce la segunda fermentacion, toma de espuma
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y crianza (envejecimiento sobre lias). Tras la segunda fermentacion, las levaduras se depositan
en el fondo de la botella y comienza la etapa de crianza sobre lias. La legislacién espafola
establece que un vino espumoso debe permanecer en presencia de las lias, desde el momento
del tiraje hasta el degielle, como minimo nueve meses (135). Las lias empleadas para crianza de
un vino tranquilo se componen de sales de acido tartarico, residuos organicos y células de
diversas especies de levaduras y bacterias. Sin embargo, las lias que se emplean para la crianza
de un vino espumoso estan compuestas principalmente de células de una sola especie de
levadura y de los coadyuvantes tecnoldgicos empleados que ayudan a flocular y eliminar las lias
al final del envejecimiento (140). En esta etapa se produce la autolisis de las levaduras y las lias
pueden adsorber o liberar polifenoles como ésteres hidroxicindmicos, antocianos y taninos, que

pueden modificar el perfil fendlico y la capacidad antioxidante de los vinos espumosos durante

el envejecimiento (143).

2.4.4. Punta o pupitre

Para eliminar las lias procedentes de la segunda fermentacion, las botellas se someten a
un proceso de removido con el objetivo de que todo el sedimento se dirija al cuello de la botella.
Tradicionalmente las botellas se colocaban en pupitres tras la rima. Antiguamente, cada dia se
giraban manualmente un octavo de vuelta y poco a poco se colocaban en posicion vertical e
invertida. Tras 24 dias, las botellas han dado 3 giros y las lias se encuentran en el gollete,
quedando el vino limpio y transparente. Hoy en dia esta etapa se realiza con sistemas mas o
menos automatizados que consiguen la sedimentacién de un gran nimero de botellas a la vez

(135).

2.4.5. Degiielle

Es la operacion que elimina las lias depositadas en el cuello de la botella. De forma
tradicional se ha realizado con la técnica denominada “al vuelo” en la cual, el tapdn es retirado
mediante una pinza y se realiza un movimiento rapido hacia la vertical para eliminar las lias. En
la actualidad, este depdsito se elimina congelando el cuello de la botella al introducirla en una
solucidn de agua y anticongelante que esta a 20 o 25 °C bajo cero. A continuacion, se pone la
botella en posicién vertical, se quita el tapdn y por la propia presion interna las levaduras
congeladas, junto con algo de vino, se expulsan. Tras el deglelle el vino debe quedar

perfectamente brillante, sin presencia de sedimento. Durante esta operacidon se pueden
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producir perdidas de vino, las cuales se compensan con la adicién, hasta restablecer el volumen
inicial, del licor de expedicidn. Dicho licor de expedicidon no puede aumentar el grado alcohélico
en mas de 0,5 % vol., y su composicion varia en funcién del tipo de vino espumoso que queramos
elaborar. El licor de expedicion puede ser el propio vino espumoso o bien una disolucién de
sacarosa, mosto de uva, vino base o una mezcla de dichos productos, con adicidn en su caso de
destilados de vino, etc. Con esta adicidn se suavizan los vinos y se da el grado de dulzor deseado.
Si se emplean levaduras inmovilizadas se facilita el deglielle, obteniéndose ventajas técnicas y
econdmicas e incluso mejoras en la calidad aromatica de los espumosos (144). Por ultimo, se
cierra la botella con el tapdén definitivo, que debe ser capaz de aguantar la presién interior, el

cual se sujeta al cuello de ésta con el bozal o morrién de alambre (135).

2.4.6. Envejecimiento en botella en ausencia de lias

Los vinos espumosos pueden ser envejecidos en la botella durante meses o incluso
durante afios antes de su consumo. Durante la crianza en presencia de lias, los vinos espumosos
se encuentran en un medio desprovisto de oxigeno. En el degtielle se produce un cambio brusco,
modificdndose el ambiente reductor y subiendo potencial redox. Tras el taponado definitivo
dentro de la botella hay una sobresaturacién de CO, con un ambiente de falta de oxigeno, con
el tiempo se va restableciendo el anterior equilibrio de estado redox aunque sin alcanzar del
todo los niveles previos al deglielle. Este cambio sufrido por los espumosos altera sus
caracteristicas organolépticas (145), pudiéndose producir defectos debido a fendmenos de
oxidacidn y/o reduccion. La cantidad de oxigeno que entra en contacto con el vino es pequefia
pero permitira una lenta oxidacidn que dotara al vino de una redondez mayor. Estos vinos
mantendran su acidez pero desarrollaran aromas terciarios con notas de mermeladas, miel y
flores secas asi como de corteza de pan y frutos secos. El mantenimiento de la efervescencia
dependerd de la capacidad de sellado del corcho y su permeabilidad. Pérez-Magarifio y col. (119)
observaron que el envejecimiento en ausencia de lias no redujo las caracteristicas espumantes
de los vinos espumosos blancos y rosados en el periodo de tiempo estudiado. En los vinos
espumosos blancos se han descrito fenédmenos de pardeamiento afectando negativamente al
color (146). Un estudio previo analiza cémo afecta el periodo de envejecimiento sin lias a los
vinos espumosos rosados, ya que seria una etapa problematica para estos vinos debido a que
son fotosensibles y pueden degradarse con el paso del tiempo, y concluyen que las condiciones
de almacenamiento adecuadas para preservar las caracteristicas cromaticas y el perfil sensorial
de estos vinos son 5 °C y en oscuridad (147). Sin embargo, existen escasas referencias sobre

como afecta la crianza en ausencia de lias a los vinos espumosos tintos.
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A continuacidn, se describen las caracteristicas analiticas definidas para los vinos
espumosos blancos terminada su elaboracidon, ya que no existen referencias de las
caracteristicas analiticas para vinos espumosos tintos.

v" Graduacidn alcohdlica: 10,8-12,8 % vol.
Acidez total (en acido sulfurico): 3,5-6 g/L.
Extracto seco no reductor: 12-20 g/L.

Acidez volatil real (en acido acético) < 0,8 g/L.
SO, libre < 20 mg/L.
SO, total < 170 mg/L.

NS NE NEE NE NERN

Presién de CO; (a 20 °C) > 4 atm.

2.5. TECNICAS ENOLOGICAS PARA LA ELABORACION DEL VINO BASE

La dificultad para elaborar vinos espumosos tintos de calidad se encuentra en la
elaboracion de un vino base tinto con las caracteristicas adecuadas. Los vinos base tintos
deberan tener una graduacion alcohdlica moderada, una elevada acidez, una buena intensidad
de color, ser estructurados y equilibrados en boca y presentar un tanino suave. Para conseguir
esto los endlogos pueden seguir dos estrategias: i) elaborar vinos base a partir de uvas pre-
maduras y emplear técnicas enoldgicas que mejoren la calidad de los vinos; ii) elaborar los vinos
base a partir de uvas vendimiadas en su estado 6ptimo de madurez de la pulpa y emplear
técnicas que ayuden a la reduccidn del contenido alcohélico en los vinos.

En esta tesis se estudian las siguientes técnicas: i) grado de madurez de las uvas; ii)
maceracion pre-fermentativa en frio con hielo seco; iii) délestage con eliminacion parcial de
semillas; iv) reduccion del contenido de azucares del mosto mediante nanofiltracion; v)
desalcoholizacidn parcial del vino base mediante ésmosis reversa; vi) maceracién carbdnica y
vii) vinificacién tradicional en tinto con adicién de enzimas pectoliticas. Las peculiaridades de

cada técnica se describen a continuacion.
2.5.1. Técnicas empleadas con uvas pre-maduras
La uva que no ha alcanzado la madurez de la pulpa posee una concentracién menor de
antocianos y estos son de dificil extraccion debido a la rigidez de la pared celular del hollejo.

Ademas, la vendimia pre-madura presenta una gran concentracién de taninos verdes que

tendran un cardcter astringente y herbaceo. Para evitar estos inconvenientes seria adecuado
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emplear técnicas que mejoren la extraccion de antocianos para obtener vinos con una buena
capa de color y a la vez evitar la extraccion de los taninos mas astringentes de los hollejos y las
pepitas. Las técnicas enoldgicas estudiadas en esta tesis para llevar a cabo la elaboracién de
vinos base con uvas pre-maduras fueron: i) maceracién pre-fermentativa en frio; ii) délestage;

iii) maceracion carbdnica y iv) adicidon de enzimas pectoliticas.

2.5.1.1. Maceracidn pre-fermentativa en frio

La maceracién previa a la fermentacion, maceracién en frio, es una herramienta que se
ha utilizado tradicionalmente en la elaboracién de vinos aromdticos blancos. En lo Gltimos afios
se utiliza también para aumentar la complejidad, el color y la estabilidad del color de los vinos
tintos. En ausencia de alcohol se extraen compuestos solubles en medio acuoso y se forman
uniones entre las antocianidinas y otros fenoles que favorecen la estabilizacidn del color del vino
resultante. La maceracion en frio puede darse en condiciones aerébicas, donde se aumenta la
polimerizacién de los fenoles, y se realiza a bajas temperaturas para evitar que comience la
fermentacidon (148); o en condiciones anaerdbicas si empleamos nieve carbdnica como
refrigerante. Al afiadir la nieve carbdnica se evita la actividad microbiana por el descenso de la
temperaturay se inhibe la accion de las enzimas polifenoloxidasas. El uso de CO, sélido produce
una mayor extraccion de antocianos, taninos y color en general, que se atribuye a la suma del
efecto extractivo y protector del CO; que desplaza al oxigeno tras su sublimacién (149- 151).

Dicha técnica, también conocida como “cold soak”, es una técnica de maceraciéon basada
en permitir el contacto de hollejos, semillas y mosto antes del inicio de la fermentacion
alcohdlica en un medio no alcohdlico, y que se realiza a baja temperatura para retrasar el inicio
de la fermentacién (152). Ademas de la extraccidon de antocianos, esta técnica influye en los
flavan-3-oles, en las proantocianidinas y en los flavonoles, asi como en los compuestos
aromaticos libres y glicosilados (151, 153- 155). Los flavonoles, al igual que los antocianos, se
encuentran en las vacuolas de la uva y siguen un patrdon de extraccidn similar a los antocianos
pero de manera mas lenta debido a su polaridad; por el contrario, la extraccién de los taninos
de las semillas necesita tiempos de maceraciéon mas largos y la presencia de etanol en el medio
(152).

Actualmente la maceracidn pre-fermentativa en frio esta siendo ampliamente utilizada.
En funcién de la intensidad que se quiera aplicar, variard su duracion y la temperatura a la que
se lleva a cabo (153).

En las elaboraciones realizadas en esta tesis se emplearon pellets de CO,. El choque

térmico que experimentan las bayas al distribuir la nieve carbdnica de manera homogénea en
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los depdsitos provoca la formacién de cristales de hielo dentro de las uvas y ayuda a la ruptura
de las paredes y membranas celulares (156). Al sublimar el CO, se desplaza el oxigeno
contribuyendo a la proteccidon de los aromas y antocianos frente a la oxidacién. Asimismo,
parece ser una técnica mas efectiva en vendimias verdes ya que cuando se ha alcanzado un
cierto grado de madurez pierde parte de su efectividad a nivel de extraccién de color (150, 153).

La aplicacién de esta técnica durante los Ultimos veinte afios ha producido resultados
contradictorios debido a que su efectividad depende de factores como la variedad de la uva, su
estado de madurez, la afiada, la temperatura y la duraciéon de la maceracién, la levadura
empleada o el tipo de refrigeracidon. Gonzéalez-Neves y col. (157) estudiaron esta técnica en 4
vendimias distintas obteniendo resultados diversos. Puertas y col., (149) Gil-Mufioz y col. (158),
Gordillo y col. (159) y Wang y col. (160) observaron un efecto positivo sobre la composicion
fendlica y el color de los vinos, mientras que Soto-Vazquez y col. (52); Gonzéalez-Neves y col.
(161) y Luki¢ y col. (45) obtuvieron vinos con un menor contenido de antocianos monémeros y
no observaron una mejora significativa en el color de los vinos con respecto a los vinos control.
Pocos estudios han evaluado la influencia de la maceracidn pre-fermentativa sobre el contenido
de aminodacidos y aminas bidgenas. Smit y col. (162) describieron un aumento de los
aminodcidos precursores y las aminas biogénas en el momento de la aplicacion del tratamiento,
pero en los vinos terminados el contenido de aminas fue el mas bajo respecto al resto de
tratamientos analizados en ese estudio. Alvarez y col. (153), Moreno-Pérez, y col. (163), Cai y
col. (164) y Aleixandre- Tudd y col. (155) estudiaron el efecto de la maceracion pre-fermentativa
en frio con diferentes condiciones en la composicidn volatil de los vinos. Observaron en general
una mejora en los compuestos aromaticos y describieron un aumento en la concentracién de
los ésteres y en los aromas frutales, florales y las notas de caramelo. En funcién del tipo de
fermentador, la temperatura y el sistema refrigerante, o incluso de la variedad de la uva
empleada, los resultados sobre otros compuestos aromaticos fueron algo diferentes. Luki¢ y col.
(45) observaron una mejora en los niveles de ésteres afrutados, una mayor concentracion de
acetaldehido y de compuestos Cs. Jagati¢ Korenika y col. (165) en su estudio sobre vinos blancos
elaborados a partir de variedades nativas croatas, observaron una mejora en el contenido de
compuestos fendlicos totales y flavan-3-oles, y sugirieron que esta técnica podria emplearse

para mejorar las caracteristicas varietales de los vinos.

2.5.1.2. Délestage

Esta técnica, que fue desarrollada en la zona “Cote du Rhéne” de Francia, consiste en

extraer de un depdsito de fermentacion la totalidad del mosto-vino que contiene, dejando los
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hollejos practicamente secos en el interior del depdsito por un periodo de tiempo prudencial
para que la acidez volatil no aumente demasiado. A continuacidn, se vuelve a encubar el mosto-
vino en el mismo depdésito vertiéndolo por la boca del mismo. Con esta técnica se consigue
activar la maceracion, no sélo por el movimiento de los hollejos y su aplastamiento contra el
fondo del depdsito, sino también debido al calentamiento que experimenta el sombrero, que
aumentara la extraccién de polifenoles pero sin alterar la cinética de la fermentacidn alcohdlica.
Ademas, con esta técnica se consigue la aireacidn del mosto-vino, lo que favorece la
multiplicacidn de las levaduras y acelera el desarrollo de la fermentacién. Se recomienda llevar
a cabo uno o dos délestages al dia durante el segundo y tercer dia de fermentacién. Con el
délestage se consigue también la eliminacién parcial de semillas ya que se separan del sombrero,
depositandose en el fondo del depdsito receptor del mosto-vino (135). Este uso como técnica
de eliminacién de semillas permite trabajar con uva pre-madura, dando lugar a un vino con
mayor volumen en boca pero menor astringencia, amargor y sequedad (58).

Canals y col. (166) estudiaron la aplicacion del délestage de tres formas distintas: i)

délestage, ii) délestage con eliminacion de semillas vy iii) délestage con adicién de semillas. El

tratamiento del délestage sin eliminacion de semillas aumenté la intensidad colorante, los
antocianos libres y las proantocianidinas. Por ello, si la uva no esta lo suficientemente madura
existe un riesgo al aplicar el délestage sin eliminacion de semillas. El délestage acompafiado de
la eliminacién de semillas es una buena técnica para reducir la astringencia de los vinos pero se
debe tener en cuenta que también afecta al color del vino, ya que se observé una disminucion
de la intensidad colorante, del contenido de antocianos libres y de las proantocianidinas. El
délestage con adicion de semillas produjo un incremento en el contenido de antocianos libres,
y un menor grado medio de polimerizacion de las proantocianidinas.

Puertas y col. (149) observaron un incremento en el color de los vinos elaborados
mediante délestage, y tras 4 meses de envejecimiento en botella, el vino elaborado mediante
délestage mostré un mayor contenido de antocianos totales. Baiano y col. (167) también
observaron que los vinos elaborados por délestage, tras un afio de envejecimiento, tenian un
contenido superior en antocianidinas totales y proantocianidinas respecto al vino elaborado por
vinificacion tradicional. Sin embargo, Soto-Vazquez y col. (52) describieron que este tratamiento
produjo vinos con una menor intensidad de color, un contenido de antocianinas y
proantocianidinas totales similar al vino control y un contenido menor de quercetina y
kaempferol. No se han encontrado articulos cientificos que analicen el efecto de esta técnica en

el contenido de aminodcidos, aminas bidgenas y compuestos aromaticos.
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2.5.1.3. Maceracion carbodnica

La maceracién carbodnica es una técnica que implica la capacidad de la uva para
evolucionar rdpidamente desde un metabolismo respiratorio a un metabolismo de tipo
fermentativo cuando los racimos se colocan en una atmésfera extremadamente pobre en
oxigeno y enriquecida con didxido de carbono (Figura 20). En la maceracion carbdnica, las uvas
enteras son fermentadas en una atmdsfera de didxido de carbono antes de que sean estrujadas
y despalilladas. La vinificacion tradicional emplea uva estrujada de tal forma que se mezclen los
azucares con las levaduras y tras la fermentacién alcohdlica se obtiene el vino. La maceracion
carbdnica hace que la baya fermente con el mosto del interior de la baya y que los vinos
obtenidos tengan sabores mas afrutados y con menos contenidos de taninos. Este tipo de
vinificacion, que se estudidé por primera vez en 1934, se realiza en dos etapas claramente
diferenciadas, aunque en la practica se solapan:

- En la primera etapa, también denominada fermentacién intracelular o metabolismo
anaerobio de los racimos, los racimos integros se situan en una atmdsfera saturada de
CO,.

- Enla segunda etapa se produce fermentacion alcohdlica de los mostos procedentes de
la etapa anterior.

Durante la primera etapa de la maceracién carbdnica se producen tres fendmenos: i)
metabolismo anaerdbico de la baya; ii) intercambio mediante difusién entre la baya, la
atmédsfera y el mosto que se origina por el aplastamiento de las bayas; iii) fermentacion
alcohdlica con levaduras.

La fermentacién alcohdélica con levaduras comienza en la primera etapa en aquellas uvas
gue comienzan a romperse y generan mosto, y continla en la segunda etapa con el mosto
obtenido del prensado de las uvas.

La temperatura es un parametro clave en la maceracién carbdnica y se relaciona de
manera inversamente proporcional con la duracién de la primera etapa. La temperatura ideal
para conducir la maceracion carbénica es de 30 a 32 °C, obteniéndose vinos mejor estructurados
y consiguiéndose acortar el tiempo de encubado. Si realizamos la maceracidn carbdnica a baja
temperatura, 15- 20 °C, obtendremos vinos muy finos pero con aromas inestables y poco
duraderos.

i) Metabolismo anaerdbico de la baya de uva. Las uvas que han mantenido su integridad
evolucionan rapidamente hacia la maceracién carbdnica cuando se introducen en una
atmésfera pobre en oxigeno (< 1 %). Durante este periodo se producen distintas

actividades enzimaticas; en primer lugar, el acido malico que contienen las uvas es
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transformado en 4cido pirdvico por la enzima mdlica. A continuacién, debido a la acciéon
de la enzima descarboxilasa, el acido pirdvico pierde otro carbono formandose
acetaldehido o etanal, que finalmente se transforma en etanol por la accién de la enzima
alcohol deshidrogenasa. Durante este proceso se desprende CO; con cada
descarboxilacion. La siguiente actividad enzimatica es la que se produce sobre las paredes
celulares de los tejidos vegetales de la vendimia y es inducida por las enzimas pectoliticas
naturales que contiene. Por Ultimo, las enzimas proteoliticas hidrolizan las proteinas de la
uva en aminoacidos mas simples.

Por tanto, como consecuencia del metabolismo anaerobio de la uva se producen

pequefias cantidades de etanol (1,5- 2 %), CO, y subproductos derivados del acido piruvico. El

acido tartdrico no se degrada en este proceso pero se producen cambios en el nitrégeno de la

uva, incrementdndose la concentracién de la mayoria de aminoacidos. Los vinos de maceracion

carbdnica se caracterizan por su potencia y calidad aromadtica, y poseen caracteres sensoriales

de juventud que recuerdan a frutas como son la cereza, fresa, frambuesa o platano y que se

suman a los aromas varietales de la variedad empleada. Una relacién elevada de succinato de

etilo/y-butirolactona podria ser caracteristica de la maceracién carbdnica (135).

32°C, 7 dias
028°C, 12 dias

Tanque de vendimia

Uva entera '*-!_A (‘
Odias *

O

- Uvas enteras en anaerobiosis gaseosa
.=+ Uvas enteras en anaerobiosis liguida
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Figura 20. Esquema de vinificacion por maceracién carbdnica. Adaptado de Flanzy y col. (168)

MA: metabolismo anaerdbico de la uva; FAL: fermentacion alcohdlica; FML: fermentacién malolactica; M: maceracion
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Intercambios por difusion. En la primera etapa coexisten en el mismo depdsito uvas
enteras que estdn realizando el metabolismo anaerobio, mosto que se genera a partir de
las uvas aplastadas durante el encubado y una atmdsfera rica en CO.. Los intercambios se
producen por tanto entre la baya, la atmdsfera gaseosa y el mosto del fondo del depésito.
El metabolismo anaerdbico modifica la composicidon del mosto. El anhidrido carbdnico de
la atmdsfera es absorbido por la vendimia durante las primeras horas de maceracién. Casi
paralelamente, las uvas comienzan a desprenderlo hacia la atmdsfera procedente del
metabolismo del dcido malico. En el transcurso de la primera etapa de fermentacion, las
levaduras reaccionan en un medio que se incrementa volumétricamente y que tiene una
composicion variable. La variacidn de la composicién se debe a la acciéon de
microorganismos y a la continua adicion de mosto procedente de las uvas que se van
aplastando. Las uvas que no estan sumergidas en el mosto pueden absorber compuestos
volatiles por la difusién que ha producido la levadura durante la fermentacién.
iiij Fermentacion alcohdlica con levaduras o segunda fermentaciéon. Comienza durante la
primera etapa en el mosto que se va generando por el aplastamiento de las uvas durante
el encubado. Durante este proceso existe el riesgo de que se desarrollen
simultdneamente las bacterias lacticas. Esta segunda fermentaciéon se produce,
habitualmente, de manera rapida debido a que las levaduras se encuentran en un medio
rico en azucares.

Los vinos de maceracién carbdnica se caracterizan por su riqueza en aromas, suavidad y
equilibrio armonioso. La profundidad del color y la sensacién tanica de los vinos va a depender
fuertemente de la duracidny la temperatura que apliquemos (168, 169). Existen un gran nimero
de estudios sobre cémo afecta la maceracién carbdnica a la composicidn de los vinos y a sus
caracteristicas sensoriales; en ocasiones, con resultados algo diversos por las condiciones de
aplicacion de la técnica. Geffroy y col. (49) observaron que el vino elaborado mediante
maceracion carbdnica (30 °C durante 8 dias) mostré un valor de IPT comparable al vino control.
Pace y col. (170) estudiaron la extraccion de los antocianos en la maceracién carbdnica a partir
de uvas de distinto estado de madurez. Las uvas mas maduras liberaron una cantidad superior
de antocianinas. Gémez-Miguez & Heredia (171) y Spranger y col. (172) describieron
concentraciones menores de polifenoles totales y vinos menos saturados o con menor
intensidad colorante en vinos elaborados por maceracién carbdnica. También describieron que
los vinos de maceracién carbdnica poseian menor concentracion de 1-hexanol, 2- feniletanol,
dietil succinato y dietil malato, pero mayores concentraciones de alcohol benzilico y etil lactato
que los vinos que fermentaron con los hollejos. Castillo-Sanchez y col. (173) mostraron que los

vinos de maceracidn carbdnica tras 26 meses de embotellado sufrieron menor degradacién del
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color respecto a los otros tratamientos que estudiaron. Dourtoglou y col. (174) describieron un
aumento en las concentraciones de los aminoacidos GABA, L-glicina, y en general, de los
aminoacidos acidos a excepcion del acido glutdmico en las uvas tras su almacenamiento en

atmoésfera de CO,.

2.5.1.4. Tratamiento con enzimas pectoliticas

El tratamiento con enzimas pectoliticas es una técnica que se emplea en las bodegas
desde los afios 50 tanto para mejorar el rendimiento del mosto como en procesos de
clarificacion, rompiendo las pectinas que dan la estructura firme a la baya (175). Las enzimas se
emplean para acortar el tiempo de maceracién con los hollejos, consiguiendo asi un aumento
en el color y una baja extraccién de taninos. Sin embargo, no todos los preparados enzimaticos
producen los mismos resultados. Su idoneidad para la extraccién depende de la capacidad de
las enzimas para “aflojar” la estructura de la [ldmina media de las células. La protopectina es
parte de la red tridimensional de hemicelulosa rica en residuos de acido galacturdnico (148). Las
enzimas comerciales se producen generalmente a partir del hongo Aspergillus niger. Sin
embargo, las preparaciones enzimaticas comerciales son muy diversas, es decir, presentan
diferentes actividades y distinto nivel de actividad. Las principales actividades pectinasas son
poligalacturonasa (PG), pectin-esterasa (PE) y pectin-liasa (PL); estas actividades se encargan de
degradar las cadenas de homogalacturonano de las sustancias pécticas de la pared celular. La
actividad PL es despolimerizante, corta la cadena de pectina entre dos acidos galacturdnicos
metilados mientras que la actividad PG actua sobre los acidos galacturdnicos no metilados. La
actividad PE no despolimeriza la cadena de pectina sino que actua sobre el grupo metil de los
acidos galacturdnicos esterificados. Ademads, es muy comun que los preparados enzimaticos
comerciales presenten actividades secundarias que refuerzan la accién de las pectinasas como
son las actividades hemicelulasa y celulasa, proteasa, B-glucanasa y glicosidasa entre otras. La
actividad B-glucosidasa es capaz de hidrolizar los heterdsidos y liberar en el caso de los
precursores de aromas varietales terpenoles, norisoprenoides y fenoles volatiles (135). Por
tanto, los preparados enzimaticos comerciales debilitan las paredes celulares del hollejo y de la
pulpa, favoreciendo la liberacién de sus compuestos. La adiciéon de enzimas deberia facilitar la
extraccién de los taninos mas suaves asi como de los antocianos solubles, precursores
aromaticos y polisacaridos. El uso de enzimas pectoliticas estd especialmente indicado para la
uva madura ya que la uva verde posee una capa de células voluminosas de pulpa que dificulta

la extraccion de los antocianos por la cara interna de la piel al inicio de la fermentacidn (58).
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El efecto de las enzimas de maceracidn sobre los polifenoles y el color de los vinos tintos
ha sido ampliamente estudiado en vinos tintos elaborados con diferentes variedades, aunque
con resultados contradictorios. Se ha descrito una mejora en el color de los vinos, aunque el
efecto sobre los compuestos polifendlicos difiere seglin autores. Sacchi y col. (44), describieron
que las enzimas pectinasas parecen no mejorar la extraccién de antocianos pero si la de otros
compuestos fendlicos como los taninos. El estudio realizado por Geffroy y col. (49) no mostrd
efecto significativo en los polifenoles totales respecto al control, mientras que Borazan & Bozan
(176) describieron una disminucién en el contenido de flavan-3-oles monémeros en los vinos
tratados con enzimas y los antocianos mondmeros extraidos no aumentaron. Revilla &
Gonzalez-Sanlosé (177) y Guadalupe y col. (47) describieron una mejora en el color de los vinos.
Romero-Cascales y col. (178) y Gil-Mufioz y col. (158), ademas de la mejora en el color,
observaron mayor contenido de taninos y polifenoles totales en los vinos tratados con enzimas.
Ademas, algunos autores (178, 179) comprobaron que estas mejoras se mantenian con el
tiempo en el vino embotellado. Ducasse y col. (180) y Busse- Valverde y col. (181) demostraron
que los taninos que se extraen con las enzimas de maceracion no provienen exclusivamente del
hollejo de las uvas, sino que también proceden de las semillas, lo cual podria aumentar la

astringencia de los vinos.

La adicién de enzimas comerciales puede conducir ademas a una hidrdlisis de proteinas y
péptidos, lo que puede aumentar los aminoacidos libres presentes en el vino. Sin embargo, no
se han encontrado articulos cientificos que hayan estudiado este comportamiento. En cuanto a
la produccién de aminas bidgenas, se ha descrito que el uso de enzimas comerciales no favorece

la acumulacién de aminas bidgenas en los vinos (182).

2.5.2. Técnicas empleadas con uvas maduras

Durante los ultimos afos, el cambio climdatico estd provocando en diversas regiones
vitivinicolas un cambio del ciclo vegetativo de la vid y de los patrones de madurez de la uva.
Entre los cambios mas importantes destaca un aumento en el contenido de azucares de las uvas,
una menor acidez y una modificacion de los compuestos aromaticos varietales. La fermentacion
de este tipo de mostos conduce a grados alcohdlicos mas altos de los deseados y puede
enmascarar los aromas afrutados y el sabor del vino. Si se elaboran vinos con uva pre-maduras
seran vinos mas acidos y menos coloreados, ya que la madurez fendlica no se alcanza (69, 183-
185). Ademas, las tendencias actuales a llevar una vida saludable y las restricciones legales sobre
el consumo de alcohol ponen en riesgo el consumo de vino. Todo esto ha motivado que

actualmente se estén investigando distintas técnicas para reducir el contenido de alcohol de los
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vinos. Para reducir el contenido en alcohol se pueden utilizar estrategias viticolas, estrategias
pre-fermentativas, estrategias microbioldgicas y/o el empleo de técnicas post-fermentativas
(69, 186, 187).

En esta tesis se propone elaborar los vinos base tintos a partir de uvas vendimiadas una
vez han alcanzado la madurez de la pulpa, y emplear metodologias que ayuden a reducir el
contenido alcohdlico mediante técnicas que disminuyan la graduacion alcohélica de los vinos ya
elaborados o el contenido de azlcares en mosto. El objetivo es reducir el grado alcohdlico de
los vinos base tintos, ya que experimentaran una segunda fermentacién en botella que
aumentara su grado alcohélico final.

A escala industrial una de las metodologias mas habituales es la desalcoholizacién, que se
basa en principios térmicos o fisicos. Hoy en dia, la columna de cono rotatorio y la dsmosis
reversa son dos de los métodos mas empleados para producir vinos con menor contenido
alcohdlico. La mejor tecnologia para la eliminacion de alcohol debe ajustarse a un control
efectivo del alcohol eliminado, consumir la minima energia posible y provocar el minimo
impacto sobre el vino. En el caso de emplear la columna de cono rotatorio hay que calentar el
vino, lo que puede afectar negativamente a las propiedades sensoriales del vino (186, 187). La
aplicacion de las membranas hidrofdbicas es una de las técnicas mas prometedoras que pueden
emplearse para la eliminacién del etanol y la retencién de compuestos aromaticos en el vino.
Los procesos de separacién de membranas, que incluyen didlisis, nanofiltracion, smosis reversa
y destilacién osmdtica, difieren segin la fuerza motriz, que puede ser el gradiente de
concentracién o la presion. La eliminacién del alcohol por el proceso de membranas puede
causar una disminucién de los compuestos volatiles organicos, que juegan un papel importante
en la aceptabilidad del vino. Esta reduccidn esta influenciada por diversos factores, como el
propio proceso, las propiedades quimico-fisicas de estos compuestos, la interaccién con la
matriz del vino, la concentracion de alcohol y la afinidad con la membrana (188). El uso individual
o combinado de métodos basados en membranas para el vino puede ser aplicado para (69, 189):

v elaborar vinos mas equilibrados en cuanto a sus caracteristicas organolépticas;

v" compensar los efectos de las condiciones climaticas adversas y sus consecuencias;

v' corregir defectos organolépticos particulares;

v’ satisfacer las expectativas de los consumidores mediante el desarrollo de nuevos
productos.

Hay que tener en cuenta la normativa Europea que determina que la disminucion del
grado alcohdélico volumétrico adquirido no puede ser superior al 2 % vol (Reglamento (CE) N2
479/2008), ya que la eliminacion del alcohol va a reducir el efecto de amargor, calidez y cuerpo

del vino ya que la acidez y la astringencia disminuyen. La eleccién de una técnica adecuada de
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desalcoholizacidn sera importante para evitar la pérdida de compuestos aromaticos asi como la

autenticidad de los vinos.

2.5.2.1. Osmosis reversa

La 6smosis es un fendmeno por el cual dos disoluciones de distinta concentracion
separadas por una membrana semipermeable, tienden a igualar sus concentraciones, pasando
disolvente de la mas diluida a la mas concentrada bajo una fuerza que es la denominada presién
osmotica. La smosis reversa consiste en forzar las condiciones para que la dsmosis se produzca
en sentido contrario, es decir, que el paso sea de la disolucién mas concentrada a la mas diluida,
teniendo que aplicar una presion superior a la osmética y concentrando mas aun la fase
concentrada debido a la pérdida de disolvente a través de la membrana (69). En el caso del vino,
la dsmosis reversa concentra el extracto seco y el etanol. En esta técnica se trabaja a
temperaturas entre 15 y 25 °C, lo que permite mantener intacta la calidad aunque puede variar
el pH, el contenido de &acido tartarico y el potasio del vino final (135). Para conseguir una
reduccion de la cantidad de etanol es necesario afadir un volumen de agua equivalente al
eliminado durante la ésmosis reversa. Para evitar esta aportacidn exdgena, a causa de la
normativa de algunos paises viticolas, se propone fraccionar el permeado de ésmosis reversa
por destilacién con la finalidad de reincorporar la fase acuosa recuperada (190). Esta técnica es
relativamente moderna y esta comenzando a ser utilizada en la actualidad en combinacién con
otras, como puede ser la destilacidn osmdtica (187). Diversos estudios analizan su potencial
aplicaciéon (191- 193).

Meillon y col. (194) evaluaron el impacto de la reduccidn parcial del grado alcohdlico
mediante ésmosis reversa en vinos de la variedad Syrah. Los resultados sobre el gusto en los
vinos parcialmente desalcoholizados no fueron uniformes. Los vinos con mayor contenido
alcohdlico fueron percibidos como menos astringentes, pero mdas complejos, persistentes,
fuertes y con muchos aromas.

Gil y col. (195) emplearon la ésmosis reversa para reducir en 1 y 2 % el contenido
alcohdlico de vinos del Penedés y del Priorat. Los parametros enolégicos experimentaron
pequefias variaciones y los cambios del color fueron imperceptibles a la vista. En general, la
reduccion del grado alcohdlico no produjo grandes diferencias respecto al vino control en el
contenido de antocianos, proantocianidinas y grado medio de polimerizacion. Estos vinos fueron
analizados sensorialmente en pruebas triangulares y algunos catadores tuvieron dificultades

para distinguir entre los vinos controles y los vinos desalcoholizados.
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Russo y col. (187) estudiaron un proceso de desalcoholizacion combinando la dsmosis
reversa y la destilacion osmética. Observaron que el proceso de dsmosis reversa afectd
significativamente a la concentracidon de antocianos y fenoles totales, al pH, a la intensidad
colorante y a la tonalidad. Sin embargo, el tratamiento preliminar de ésmosis reversa permitié
retener una gran cantidad de compuestos volatiles. No se han encontrado articulos cientificos
que estudien como afecta la aplicacién de la é6smosis reversa Unicamente, sin combinacién con
otras técnicas, a la fraccién volatil y al contenido de aminoacidos y aminas biégenas de vinos
tintos tranquilos. Sin embargo, en combinacién con otras técnicas, si se ha observado que su

aplicacion afecta a la composicion volatil de los vinos (186, 196 y 197).

2.5.2.2. Nanofiltracion

La nanofiltracidn es un proceso mediante el cual se hace pasar un fluido a través de una
membrana semipermeable a una determinada presion. Se produce una separacion basada en el
tamafio molecular de los componentes del fluido. En particular, teniendo en cuenta el peso
molecular de los azucares del mosto, la nanofiltracidon parece ser la técnica mas apropiada para
controlar la concentracién de azucar en términos de retencién de bajo a moderado peso
molecular (69, 198). Se trata de un proceso de membrana con propiedades entre los procesos
de 6smosis reversa y ultrafiltracidn. Es una técnica “moderna”, al igual que la ésmosis reversa,
aunque su historia se remonta a la década de los 70 cuando se comenzaron a desarrollar
membranas de dsmosis reversa con un flujo de agua razonable a presiones relativamente bajas.
Las altas presiones usadas en la dsmosis reversa suponian un coste energético considerable,
aunque la calidad del permeado obtenido era muy buena. La nanofiltracién surgié de la
busqueda de membranas con menores rechazos de componentes disueltos y con mayor
permeabilidad al agua. Estas membranas poseen un tamafio de poro tipico de 1 nm, que se
corresponde con un limite de peso molecular (MWCO) de 150-500 Da. Algunas caracteristicas
distintivas de la nanofiltracidon con respecto a la ésmosis reversa son el bajo rechazo de iones
monovalentes, alto rechazo de iones divalentes y mayor flujo.

En enologia, diversos estudios analizan su aplicacidn para reducir el grado alcohélico en
vinos (192, 193, 199) o el contenido de azlicares en mosto (200-205).

Garcia-Martin y col. (201) consiguieron obtener buenos resultados aunque los vinos
filtrados mostraron una pequefia perdida en cuanto aroma y color, y concluyeron que reducir el
tiempo de filtracién, aumentando el drea de la membrana, podria mejorar los resultados.

Salgado y col. (204) estudiaron diferentes aplicaciones de la nanofiltracion sobre mostos

blancos y tintos. Ademas de conseguir el objetivo de obtener vinos con menor graduacion
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alcohdlica, la evaluacion sensorial y el andlisis de compuestos principales mostraron que
ninguna de las muestras de vino era particularmente preferida por los consumidores, ya que no
hubo diferencias significativas entre el vino control y los vinos filtrados. La nanofiltraciéon no
afecté significativamente al olor y el color de los vinos tintos resultantes. No se han encontrado
articulos cientificos que analicen como afecta la aplicacién de la nanofiltracién al contenido de

aminoacidos y aminas biégenas en vinos tintos tranquilos.
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3.1. VINIFICACION Y TOMA DE MUESTRAS

Todos los vinos espumosos tintos naturales que se han estudiado en esta tesis se han
realizado por el método tradicional o champenoise. Las elaboraciones se han llevado a cabo en
la bodega experimental de la Estacion Enoldgica del Instituto Tecnoldgico Agrario de Castilla y

Ledn (ITACyL), situada en el municipio vallisoletano de Rueda.

3.1.1. Vinificaciones en las anadas 2012 y 2013

En las afadas 2012 y 2013 se elaboraron 6 vinos espumosos tintos siguiendo el método
tradicional a partir de la variedad de uva tinta Tempranillo de la Denominacidn de Origen Cigales.
Se eligié esta variedad de uva para las vinificaciones ya que se encuentra presente en casi todas
las Denominaciones de Origen de Espania.

En el afio 2012 y 2013 las uvas, de la variedad Tempranillo, fueron cosechadas en dos
momentos de madurez: i) uvas pre-maduras (PM) con la acidez y el nivel de azlcares adecuado
para la elaboracién de los vinos base para la obtencién de vinos espumosos tintos v; ii) uvas
maduras (M), que han alcanzado la madurez de la pulpa (Tabla 2 y Tabla 3). Ambas vendimias
se realizaron en buenas condiciones sanitarias. La vendimia se realiz6 a mano tras una cuidadosa
seleccidn en la propia vifa. El transporte hasta la bodega se realizé en cajas de 15 kg de
capacidad para evitar aplastamientos. Todas las vinificaciones se llevaron a cabo en depésitos

de acero inoxidable de 150 L por duplicado.

Tabla 2. Parametros enoldgicos de las uvas en el momento de la entrada en bodega (mosto) en

la afiada 2012

Alcohol Acido  Acido

Ml'::f)ts‘l;a()de ‘Brix pH AT® Az(uc/i;es probable malico tartarico I::‘ta;:_())
8 %vol _ (g/l)  (g/V) 8

Uva 19,7 325 631 1879 1076 330 4,73 1207

pre-madura

Uva madura 22,4 3,46 6,09 219,2 12,51 1,89 5,19 2000

a AT: acidez total en gramos de acido tartarico/L
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Tabla 3. Parametros enoldgicos de las uvas en el momento de la entrada en bodega (mosto) en

la anada 2013

Alcohol Acido  Acido

Muestra ‘Brix pH AT Az(u«;ir)'es probable madlico tartarico I::a;:f))
8 %vol _ (g/l)  (g/V) 8
Uva 20,9 3,10 8,20 202 11,55 5,00 5,25 1670
pre-madura
Uva madura 22,2 3,40 7,80 2017 12,40 4,10 5.90 1480

a AT: acidez total en gramos de acido tartarico/L

La Figura 21 representa el esquema de vinificacion y toma de muestras que se realizé en
las vendimias de 2012 y 2013. Los métodos de elaboracién de los vinos base tintos realizados
fueron:

Con uvas pre-maduras

(i) vinificacion tradicional en tinto o control (PM-C).

(ii) maceracion pre-fermentativa en frio con hielo seco (PM-DI).

(iii) délestage con eliminacidn parcial de semillas (PM-D).

Con uvas maduras

(iv) vinificacion tradicional en tinto o control (M-C).

(v) reduccion de azdcares en mosto mediante nanofiltracién (M-SR).

(vi) desalcoholizacidn parcial del vino mediante dsmosis reversa (M-AR).

Los vinos base control siguieron una vinificacion tradicional en tinto. Las uvas introducidas
en la bodega se estrujaron y despalillaron en una despalilladora-estrujadora modelo ECR-15
(grupo CMMC, Madrid, Espafia). La uva estrujada y despalillada fue sulfitada (0,05 g/L). La pasta
obtenida se llevé a depdsitos de acero inoxidable de 150 L de capacidad. La fermentacion
alcohdlica se realizé con siembra de levaduras comerciales Saccharomyces cerevisiae (FERM ES
488, Enartis, Italy) (0,2 g/L) a la temperatura controlada de 25 + 2 °C. Se realizaron dos
remontados diarios, y una vez que finalizé la fermentacién alcohdlica (azucares reductores < 2
g/L), las pastas se prensaron en una prensa manual vertical y los vinos fueron trasegados a
depdsitos de 100 L. Los vinos se inocularon con la bacteria lactica comercial Oenococcus oeni
(Viniflora CH16, CHR Hansen, Dinamarca) (0,01 g/L) para llevar a cabo la fermentacién
malolactica a una temperatura controlada de 18 + 2 °C. Se describen a continuacion las
particularidades de cada de vinificacion.

La maceracion pre-fermentativa en frio se llevé a cabo mediante la adicidn de pellets de
hielo seco de 3 mm (Carburos Metalicos S.A., Valladolid, Espafia) a las uvas despalilladas y
estrujadas. Se afiadié hielo seco en la cantidad necesaria para disminuir la temperaturaa 5 + 2

°C, y esta se mantuvo durante 3 dias antes del comienzo de la fermentacion alcohdlica. Se afadio
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mas hielo seco segln fue necesario para mantener la temperatura a 5 + 2 °C. Después se siguio
el protocolo de vinificacién tradicional en tinto.

El délestage se llevd a cabo después de dos dias del comienzo de la fermentacidon
alcohdlica, realizando dos délestages diarios durante tres dias con el fin de acelerar la extraccion
de compuestos fendlicos y la eliminaciéon parcial de las semillas (entre un 40 % y un 60 % de las
semillas fueron eliminadas). A partir de este momento se continué con el protocolo de
vinificacion tradicional en tinto.

La reduccién de azucares en el mosto se realizd6 mediante un proceso de nanofiltracion
utilizando una membrana SR3 (Sistema de Membrana Koch, Paises Bajos) seleccionada teniendo
en cuenta los resultados obtenidos en trabajos previos (1, 2). El proceso de nanofiltracién de los
mostos fue realizado por el Grupo de superficies y Materiales porosos (SMAP, UA-UVA-CSIC) de
la Universidad de Valladolid bajo la direcciéon del Dr. Antonio Herndndez, segun el proceso
descrito en un trabajo previo (3). Para reducir el grado alcohdlico final del vino, el mosto inicial
se mezcld con el permeado obtenido en el proceso de la nanofiltracién, en la proporcion
adecuada, buscando una reduccion de dos grados probables. Después se continud con la
vinificacidon tradicional en tinto.

El proceso de desalcoholizacion parcial se llevd a cabo mediante ésmosis inversa
utilizando el equipo Flavy MT (Bucher Vaslin, Francia). Los vinos base se obtuvieron siguiendo la
misma vinificacién descrita para los vinos control. Tras la fermentacién malolactica, una parte
del vino fue sometida al proceso de ésmosis para reducir el contenido alcohdlico. Una parte del
vino parcialmente desalcoholizado se mezclé con el vino final en la proporcién necesaria para
reducir en dos grados el contenido alcohdlico.

Después de la fermentacién malolactica, los vinos fueron estabilizados por frio (-5 °C) y
clarificados con gelatina (0,25 mL/L Vinigel Seda, Agrovin, Espafia). Los vinos espumosos tintos
fueron elaborados siguiendo el método tradicional o champenoise donde los vinos llevan a cabo
una segunda fermentacion en botellas cerradas y deben permanecer en contacto con las lias al
menos 9 meses, teniendo en cuenta el Reglamento CE N2 606/2009 para vinos espumosos con
denominacion de origen protegida.

Tras la estabilizacidn por frio y la clarificacién se adiciond el licor de tiraje a los vinos y
fueron embotellados. El licor de tiraje estaba formado por levaduras comerciales S. cerevisiae
var. bayannus (0,30 g/L, 10C 18-2007, Instituto Enoldgico de Champagne, Epernay, Francia),
sacarosa (23 g/L) y bentonita activada con calcio (0,03 g/L, Laffort, Francia). Las botellas se
almacenaron en una cava subterranea a una temperatura comprendida entre 11y 13 °Cy una
humedad relativa del 75 al 85 %. La presion y los azUcares residuales se midieron cada 15 dias

para controlar la segunda fermentacién. Tras 9 meses de envejecimiento en presencia de lias se
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procedid al removido y degielle (DLV 1 TDD Grilliat Machines, Maquinaria Moderna, Barcelona,
Espafia) y al encorchado definitivo. En todos los casos se elaboraron vinos espumosos Brut
Nature, es decir, sin la adicién de licor de expedicidn.

La toma de muestras se realizé una vez elaborado el vino base (T0), durante la crianza
sobre lias en botella (a los 9 meses de crianza sobre lias, T9) y durante el envejecimiento en
botella en ausencia de lias (9 meses de crianza sobre lias mas 12 meses de crianza en ausencia
de lias, T9+12). El andlisis sensorial de los vinos espumosos se realizé en las muestras que habian
pasado 9 meses de crianza sobre lias seguidos de 12 meses de crianza en ausencia de lias en

botella.
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Vendimia de Vifis vinifera var. Tempranillo.
- grado alcohélico probable <11,5 % vol (PM)
- uvas que han alcanzado la madurez de la pulpa (M)

I
Estrujado-
Despalillado

Distribucion en depdsitos de <):I 0,05 g/L. SO,
150L

PM-C PM-DI PM-D M-C M-SR M-AR

| Fermentacién alcohélica | <::| 251 2°C 0,2 g/ L S. cerevisae

| Fermentacion malolactica | <::| 18+2°C 0,01 g/L O. Oeni

| Estabilizacién por frio |

| P — | {——— 025mL/LGelatina

Licor de tiraje 0,3 g/L 8. Cerevisae var. Bayanus

B T1o0 L:n:“lilo Hi ——— 23 g/L sacarosa
otellas 0,03 g/ L bentonita

‘ hh h ““ ‘ ‘ i‘ hh i‘ “‘ i‘ h‘h Segunda fermentacién y crianza sobre lias en
| botella

Almacenamiento en cava.

= <> Temperatura 11-13°C
=l = =] Humedad relativa 75-85%

| Removido de lias |

| Degiielle |—| Encorchado

“ “ “ T9+12, 9 meses de crianza sobre
; > lias + 12 meses de crianza en
\ ausencia de lias

Figura 21. Esquema de la vinificacién y toma de muestras de las afiadas de 2012 y 2013

T9, 9 meses de crianza
sobre lias

[

[T

PM: uvas pre-maduras, M: uvas maduras, C: control, DI: dry ice, D: délestage, SR: sugar reduction, AR:

alcohol reduction
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3.1.2. Vinificacion en la anada 2014

En esta vendimia se elaboraron cuatro tipos de vinos tintos espumosos siguiendo el
método tradicional a partir de la variedad de uva tinta Tempranillo de la Denominacién de
Origen Cigales. Las uvas fueron cosechadas en dos momentos de madurez, uvas pre-maduras
(PM) con la acidez y el nivel de azlcares adecuado para la elaboracién de los vinos base para la
obtencidn de vinos tintos espumosos y uvas maduras (M), que han alcanzado la madurez de la
pulpa (Tabla 4). Las uvas se encontraban en buenas condiciones sanitarias. La vendimia se realizo
a mano tras una cuidadosa seleccién en la propia vifia. El transporte hasta la bodega se realizé
en cajas de 15 kg de capacidad para evitar aplastamientos. Todas las vinificaciones se llevaron a

cabo en depdsitos de acero inoxidable de 150 L por duplicado.

Tabla 4. Parametros enoldgicos de las uvas en el momento de la entrada en bodega (mosto) en

la afiada 2014

Alcohol Aci Aci :
Aziicares coho cido cido Potasio

Muestra ‘Brix pH AT? (&/L) probable malico tartdrico
8 (%vol)  g/) (g (&Y
Uva pre-madura 200 3,1 6,9 192 11,00 3,40 4,7 1,95
Uva madura 219 3,3 6,2 214 12,20 3,00 3,8 1,70

a AT: acidez total en gramos de tartarico/L

La Figura 22 representa el esquema de vinificacion y toma de muestras en la afiada de
2014. Se elaboraron cuatro tipos de vinos diferentes en esta vendimia y todas las experiencias
se llevaron a cabo por duplicado. Los métodos de elaboracién de los vinos base tintos estudiados
fueron:

Con uvas pre-maduras

(i) vinificacion tradicional en tinto o control (PM-T).
(ii) maceracion carbdnica (PM-CM).
(iii) vinificacion tradicional en tinto con adicidn de enzimas pectoliticas (PM-E).

Con uvas maduras

(iv) vinificacion tradicional en tinto o control (M-T).

Los vinos PM-T y M-T se emplearon como vinos control al igual que en las anteriores
vendimias se hizo con los vinos PM-C y M-C. El protocolo de vinificacidon seguido para la
elaboracion de estos vinos base fue igual al descrito en las afiadas 2012 y 2013 para los vinos
base control. Las peculiaridades del resto de vinificaciones para la obtencion de los vinos base

se detallan a continuacion.
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Para la maceracion carbdnica se introdujeron los racimos enteros en depdsitos de acero
inoxidable y se mantuvieron durante 13 dias a una temperatura controlada de 20 + 2 °C. Los
depdsitos se llenaron con CO; antes de afiadir las uvas y durante el llenado, y se mantuvo esta
atmédsfera de CO, durante todo el proceso para conseguir desplazar al O, y que se diesen las
condiciones éptimas para la maceracién carbdnica. Tras finalizar la maceracién carbdnica se
elimind el vino yema, se prensé la masa y el vino obtenido termind la fermentacion alcohélica 'y
se continud con el proceso de vinificacion tradicional en tinto de los vinos control.

El vino elaborado mediante adicién de enzimas pectoliticas siguid el mismo proceso de
vinificacion tradicional para tinto pero al inicio de la fermentacién alcohdlica se adicionaron
enzimas pectoliticas (4 g/100 Kg de Vinozym vintage; Lamothe-Abiet, Buerdeos, Francia).

Para la elaboracién de los vinos espumosos tintos se siguié también el protocolo descrito
en las afadas 2012 y 2013 y los vinos se almacenaron en presencia de lias durante 9 meses en
la cava a temperatura y humedad controlada. La toma de muestras para los andlisis quimicos se
realizd una vez elaborado el vino base (T0) y a los 9 meses de crianza sobre lias en botella (T9).
Para el analisis sensorial se analizaron los vinos tras 9 meses de crianza sobre lias en botella

seguidos de 4 meses de crianza en ausencia de lias (T9+4).
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Vendimia de Vitis vinifera var. Tempranillo.
- grado alcohdlico probable <11 % vol (PM)
- uvas que han alcanzado la madurez de la pulpa (M)

Estrujado-Despalillado | |

| Adicién CO, |
Distribucion en depésitosde | <— 0,05g/L SO, |
150L

| 13 dias, 20+ 2°C

o - Prensa . .
PM.E PM.T M.T PM-CM

4 g/100 Kg Vinozym

Vintage
| Fermentacion alcohoélica |7 25+ 2°C 0,2 g/L S. cerevisae

| Fermentacion malolactica | <::| 18+2°C 0,01 g/ O. Oeni

| Estabilizacion por frio |

| Clarificacién | {——= 025wmL/L Gelatina

Licor de tiraje 0,3 g/L S. Cerevisae var. Bayanus

{——— 23 g/L sacarosa
0,03 g/L bentonita

: Segunda fermentacion y crianza sobre lias en
11 R | ' | botella

é & Almacenamiento en cava.

Temperatura 11-13°C

=== Humedad relativa 75-85 %

| Removido de lias |

| Degiielle |—| Encorchade T9, 9 meses de crianza

P

@ TO Llenado de
botellas

- T9 +4, 9 meses de crianza sobre
> @ lias +4 meses de crianza en
ausencia de lias

Figura 22. Esquema de la vinificacidon y toma de muestras de la cosecha de 2014

PM: uvas pre-maduras, M: uvas maduras, T: tradicional, CM: carbonic maceration, E: enzyme
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3.2. PARAMETROS ENOLOGICOS Y ANALISIS QUIMICOS

A continuacién se describen los pardmetros y compuestos analizados, de las muestras
descritas en las Figuras 21 y 22, asi como los métodos de andlisis utilizados para su

determinacion.

3.2.1. Seguimiento de la maduracidn de las uvas

Los analisis del seguimiento de la maduracién de las uvas fueron realizados en el Instituto
Tecnoldgico Agrario de Castilla y Ledn (Valladolid) por el grupo de Enologia bajo la direccion de
la Doctora Silvia Pérez Magarifo y por la Estacion Enolégica de Rueda. Se realizé un seguimiento
de la maduracién de las uvas tintas desde el envero. Para ello, se tomaron muestras
representativas de toda la parcela y sobre cada muestra se realizaron andlisis de los parametros
enoldgicos (°Brix, pH, acidez total, azlcares reductores, acido malico, acido tartarico y potasio)

siguiendo los métodos oficiales de la OIV (4).

3.2.2. Parametros enoldgicos generales

Los analisis de parametros generales fueron realizados en el Instituto Tecnoldgico Agrario
de Castilla y Leén (Valladolid) por la Estacién Enolégica de Rueda. En todas las muestras de vino
se realizaron andlisis de grado alcohdlico, pH, acidez total, acidez volatil, sulfuroso libre y
sulfuroso total, azucares reductores, acido malico y acido tartarico siguiendo los métodos

oficiales de la OIV (4).

3.2.3. Parametros de color

El andlisis de los parametros del color se realizd en el Instituto Tecnoldgico Agrario de
Castilla y Ledn (Valladolid) por el grupo de Enologia bajo la direccidon de la Doctora Silvia Pérez
Magarifio. Las medidas de intensidad de color y de tonalidad de los vinos tintos base y
espumosos se evaluaron usando los parametros de Glories (5). Estos analisis se llevaron a cabo
utilizando el espectrofotémetro Shimadzu serie UV-1700 (Pharmaspec, China). Todas las

medidas se realizaron por triplicado y se refirieron a cubetas de cuarzo de 10 mm de espesor.
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3.2.4. Compuestos volatiles

El andlisis de los compuestos volatiles se realizé en el Instituto Tecnolédgico Agrario de
Castilla y Ledn (Valladolid) por el grupo de Enologia bajo la direccidn de la Doctora Silvia Pérez
Magarifio. Los compuestos volatiles mayoritarios se determinaron por cromatografia gaseosa
con detector de ionizacién de llama (FID) por inyeccién directa de 1 uL de vino. Se utilizé un
cromatdgrafo de gases Agilent 7890A con un detector (FID). Las muestras se inyectaron en modo
split (25: 1) y los volatiles se separaron usando una columna capilar Agilent DW-WAX (30 m de
longitud x 0,25 mm de didmetro x 0,25 m de espesor de la pelicula). Las condiciones
cromatograficas fueron: helio como gas portador a un caudal de 0,7 mL / min, programa de
temperatura de la columna, 40 °C mantenidos por 4 min, calentadosa 1 °C/ mina 70 °C, y luego
calentados a 30 °C / min a 200 °C (se mantuvo durante 10 min) y la temperatura de inyeccion
fue de 250 °C. Cada compuesto se identificd y cuantific6 mediante graficos de calibracién
construidos con soluciones estdndar puras, analizados en las mismas condiciones. Los
compuestos volatiles minoritarios se determinaron mediante cromatografia gaseosa con
detector de masas (GC-MS) previa extraccion liquido-liquido de la fraccion volatil. Los analisis se
realizaron con un cromatdgrafo de gases modelo HP-6890N (Agilent Technologies, Waldbronn,
Alemania) acoplado a un detector de masas inerte 5973 HP, siguiendo el método y las
condiciones cromatograficas desarrolladas por Rodriguez-Bencomo y col. (6). Los iones de
cuantificacion y el patrén interno utilizado para cada compuesto estudiado estdn indicados en
Pérez-Magarifio y col. (7). Se identificaron y cuantificaron 32 compuestos volatiles que se
agruparon en las siguientes familias de compuestos volatiles: ésteres de etilo, alcoholes,
acetatos, acidos, terpenos, lactonas y fenoles volatiles. Todos los analisis se realizaron por

triplicado.

3.2.5. Compuestos fendlicos monomeros

La identificacidn y cuantificacidn de los antocianos, acidos hidroxicinamicos y flavonoles
se realizé por cromatografia liquida de alta presidon con detector de fila de diodos (HPLC-DAD).
Las muestras de vino se filtraron por filtros de disco de PTFE de 0,45 micras de tamafio de poro
y se inyectaron directamente un cromatégrafo liquido modular 1100 Agilent (Agilent
Technologies, Waldbronn, Alemania) controlado por el software Agilent Chemstation, equipado
con una bomba cuaternaria G1311A, un desgasificador G1379A, un horno de columna G1316A,

un inyector automatico G1313A y un detector G1315B. La separacion se llevd a cabo en una
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columna ACE (5 C18-HL) (Teknokroma, Barcelona, Spain) de tamafio de particula de 5 um (250
mm x 4,6 mm), segln la metodologia propuesta por Gémez-Alonso y col. (8). Este método
permitid la identificaciéon y cuantificacion de 7 acidos hidroxicindmicos, 7 flavonoles, 15

antocianos y 2 estilbenos. Todos los analisis se realizaron por duplicado.

3.2.6. Proantocianidinas

Para el anadlisis de proantocianidinas las muestras de vino se fraccionaron previamente
por cromatografia de permeacion en gel a baja presion (GPC) en una columna Toyopearl HP-50F
(Tosoh Bioscience GmbH, Stuttgart, Alemania), como describe Guadalupey col. (9). Una primera
fraccién (F1) se eluyd con una mezcla de etanol/agua/acido trifluoroacético (55/45/0,05, v/v/v)
y la segunda fraccion (F2) se obtuvo con una mezcla acetona/agua (60/40, v/v). La fraccidn rica
en taninos (F2) se hidrolizd en presencia de floroglucinol y se analizaron las rupturas de los
aductos de floroglucinol por HPLC-DAD segun las condiciones descritas en el método Kennedy y
Jones (10). El equipo de cromatografia y la columna utilizados para la determinacién fue el
mismo que el usado para el andlisis de los compuestos fendélicos monémeros. Este método
permitid identificar y cuantificar los flavan-3-oles catequina, epicatequina, epicatequina-3-O-
galato y epigalocatequina y sus respectivos aductos con floroglucinol, asi como calcular el grado
medio de polimerizacion (mDP) de las proantocianidinas. Todos los andlisis se realizaron por

triplicado.

3.2.7. Aminoacidos y aminas biégenas

El contenido de aminodacidos y aminas biégenas se determiné simultdneamente mediante
cromatografia de ultra alto rendimiento y detector de detector de fila de diodos (UHPLC-DAD)
siguiendo una adaptacién del método descrito por Gomez-Alonso y col. (11). Este método
consiste en la separacién mediante HPLC-DAD de las aminoenonas de los aminodacidos y de las
aminas formadas por el etoximetilenmalonato de dietilo (DEEMM) como agente derivatizante.
En esta tesis se empled una adaptacién del método para trabajar a presiones mas altas, y reducir
asi el tiempo de los anadlisis. Se empled un cromatoégrafo UHPLC Shimazdu Nexera (Shimadzu
Corporation, Kioto, Japdn), equipado con una bomba cuaternaria LC-30 AD, un desgasificador
DGU-20ASR, un horno CTO-20AC y un detector de fila de diodos DAD modelo SPD-M20A. La
separacion se llevo a cabo en una columna Acquity UPLC HSS T3 (Waters, Massachusetts,

Estados Unidos) de tamafio de particula 1,8 um (100 x 2,1 mm). La identificacién y cuantificacion
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se llevd a cabo mediante el método de patrdn interno y las respectivas curvas de calibracion
para cada aminoacido y amina bidégena. Dicha metodologia permitié la identificacion vy
cuantificacion de 20 aminodcidos y 9 aminas biégenas. Todos los andlisis se realizaron por

triplicado.

3.2.8. Medida instrumental de la espuma

Los andlisis de la medida instrumental de la espuma se realizaron en el Instituto
Tecnoldgico Agrario de Castilla y Ledn (Valladolid) por el grupo de Enologia bajo la direccion de
la Doctora Silvia Pérez Magarifio. La evaluacion de las propiedades espumantes de los vinos se
realizd con un equipo Mosalux (Station Oenotechnique de Champagne, Cormontreuil, Francia),
segln la metodologia descrita por Maujean y col. (12). Este método se basa en inyectar gas
carbdnico en el vino previamente desgasificado para provocar la formacién de espuma. El
elemento principal del médulo de medida es una probeta graduada de 570 mm de altura y 40
mm de didmetro, donde en su parte inferior se sitda un difusor de CO,. El procedimiento se basa
en introducir en la probeta 100 ml de vino y hacer pasar un caudal de CO, de 7 litros/hora a una
presion de 1 bar, formandose una espuma cuya altura puede ser medida por un conjunto de
emisores y captadores de luz infrarroja colocados a ambos lados de la probeta, y conectados a
un ordenador e impresora para recoger los resultados de la prueba en forma grafica en funcién

del tiempo (Figura 23).

a: Caudalimetro e: Emisor de rayos infrarrojos

b: Vidrio poroso f: Receptor de rayos infrarrojos

c:Vino g:0rdenador

d: Espuma h: Impresora 200

Paradade la salida
deCO,

100

Altura (mm)

.---.—-—.

tiempo (s)

Figura 23. Esquema del equipo Mosalux y curva tipica de la evolucién de la espuma. Adaptado

de Vanrell Truyols (13)

Los pardmetros medidos con el Mosalux fueron los siguientes:
v HM (maximum height) o espumabilidad. Es la altura maxima alcanzada por la

espuma tras la inyeccién de CO.. Este parametro se corresponde con la capacidad
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del vino para formar espuma, lo que se asimila a la altura de la espuma obtenida
tras verter el vino espumoso en la copa. Se mide en milimetros.

v' HS (stability height) o persistencia de la espuma (HS). Es la altura a la que se
estabiliza la espuma sin variar las condiciones de presidn y flujo de CO,. Se
corresponde con la persistencia de la corona y/o a la capacidad del vino para
producir una espuma estable. Se mide en milimetros.

v' TS (stability time) o tiempo de estabilidad de la espuma (TS). Es el tiempo que
tarda en desaparecer completamente la espuma desde que se detiene la
inyeccién de CO,. Representa el tiempo de vida de la corona de burbujas antes de
desaparecer; se relaciona con el tiempo de estabilidad de la espuma cuando la
efervescencia decrece. Se mide en segundos.

Todos los analisis se llevaron a cabo por triplicado.

3.3. ANALISIS SENSORIAL

La evaluacién sensorial se llevo a cabo en la sala de catas del Instituto Tecnoldgico Agrario
de Castilla y Ledn, que cumple con la norma I1SO 8589:2010.

El panel de cata estuvo compuesto por 12 catadores (7 hombres y 5 mujeres de 40 a 60
afios), todos ellos técnicos y endlogos de diversas bodegas y Consejos Reguladores de diferentes
D.O. de Espafia, asi como técnicos e investigadores del Instituto Tecnoldgico Agrario de Castilla
y Ledn. Todos los vinos se evaluaron en la fase visual (color y calidad de la espuma), en la fase
aromatica (fraccion volatil) y en la fase gustativa (equilibrio en boca). El analisis sensorial se
realizé seguin la metodologia descrita por Gonzalez-San José y col. (14). Los términos descriptivos
y sus definiciones se debatieron entre los catadores y, posteriormente, se compild un
vocabulario de consenso comun. Los catadores seleccionaron dos atributos para evaluar el color,
cinco atributos, previamente descritos en Gallart y col. (15), para la calidad de la espuma, seis
para la fase aromatica, y siete para la gustativa. Utilizando el vocabulario consenso, se empled
una escala de respuesta cuantitativa con 10 niveles de intensidad para las fases visual, olfativa
y gustativa, donde 1 correspondia a la ausencia de percepcion de la propiedad considerada, y
10 a la intensidad maxima de la misma. Los descriptores empleados para determinar la calidad
sensorial de la espuma se evaluaron en una escala de 1 a 3. Ademas, los catadores puntuaron la
valoracion global de los vinos espumosos en una escala de 1 a 10, correspondiendo 1 a la minima
calificacion del vino y 10 a la maxima, pudiendo realizar comentarios adicionales sobre las
propiedades sensoriales de los vinos. La ficha de cata que recoge todos los atributos de las catas

realizadas de los vinos tintos espumosos se presenta en la Figura 24.
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Los vinos fueron evaluados por duplicado en dos sesiones diferentes. Se sirvieron de 50 a
60 mL de vino espumoso a una temperatura de entre 8 y 10 °C, en copas de vidrio estilo flauta
de 100 mL sin ningun fallo ni marca. Cada botella de vino espumoso se abrié lentamente y sin
agitar la botella. El vino se vertid lentamente en la copa para evitar la formacidn de burbujas de

aire.
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NOMBRE DEL CATADOR:

MUESTRA:
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VISUAL

Intensidad de color

Tonos Rojos (granate)

ESPUMA

Espuma inicial

Superficie

Corona

Tamafio de burbuja

Efervescencia

OLFATIVO

Intensidad olfativa

Verde

Fermentativas

Fruta

Oxidado

Reducido

EN BOCA

Volumen en boca

Acidez

Amargor

Astringencia

Persistencia

Frescura

Equilibrio

1 representa ausencia de percepcion de la propiedad considerada y 10 la intensidad mas alta

de dicha propiedad.

Valoracion global:

Figura 24. Ficha de cata empleada en el analisis sensorial de los vinos espumosos tintos
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3.4. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos obtenidos fueron sometidos, variable por variable, a un andlisis de
varianza (ANOVA o Kruscal-Wallis)). Las diferencias se expresaron con un nivel de confianza
mayor del 95%.

Se aplicd la técnica quimiométrica de Andlisis de Componentes Principales (Principal
Components Analysis, PCA) con el fin de establecer diferencias y similitudes entre los distintos
vinos espumosos teniendo en cuenta la madurez de la uva empleada, los distintos momentos
de elaboracion y el tratamiento realizado, asi como para establecer relaciones entre la
composicion quimica de los vinos y sus propiedades espumantes.

Los atributos sensoriales se analizaron mediante un Andlisis de Procusters Generalizado
(Generalized Procustes Analysis, GPA) que permitié también determinar si los catadores eran
precisos (inter-variabilidad) y consistentes (intra-varibilidad). Se realizd ademas un test de
permutacién para comprobar que los resultados obtenidos eran significativos.

Los analisis estadisticos se realizaron con distintos paquetes informaticos, SPSS 24.0 (SPSS
Inc., Chicago, USA), XLSTAT Premium software (2018.3, Addinsoft, Nueva York, Estados Unidos)
y Statgraphics Plus 5.0 (Manugistics Inc., Rockville, Estados Unidos). Para el analisis estadistico
de los datos de cata se utilizd, ademas de los programas estadisticos comentados, el software

especifico de analisis sensorial Senstools Versién 3.3.2 (OP&P, Utrecht, Paises Bajos).
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Resultados y Discusion

Resumen

El principal objetivo de este articulo fue estudiar la idoneidad de varias técnicas enoldgicas
para obtener vinos base con las caracteristicas adecuadas para la elaboracién de vinos
espumosos tintos de calidad por el método tradicional.

Se elaboraron diferentes vinos base a partir de la variedad Tempranillo, que fue
vendimiada en dos estados diferentes de maduracién, uvas pre-maduras (PM), que no habian
alcanzado la madurez de la pulpa y uvas maduras (M), que habian alcanzado la madurez de la
pulpa. Las técnicas enoldgicas estudiadas con uvas pre-maduras fueron: maceracién pre-
fermentativa en frio con hielo seco (PM-DI); délestage con eliminacién parcial de semillas (PM-
D) y vinificacién tradicional en tinto (PM-C), que se empled como vino control. Las técnicas
enoldgicas estudiadas con uvas maduras fueron: reducciéon de azicares en mosto mediante
nanofiltracion (M-SR); desalcoholizacién parcial del vino mediante ésmosis reversa (M-AR) y
vinificacion tradicional en tinto (M-C), que se empled como vino control.

Los parametros enoldgicos (pH, acidez total, grado alcohdlico, acidez volatil, intensidad
colorante y tonalidad) y la composicién volatil se analizaron en el vino base (T0), en los vinos
espumosos tintos tras 9 meses de crianza en presencia de lias (T9) y en los vinos espumosos
tintos envejecidos nueve meses en presencia de lias seguidos de doce meses de envejecimiento
en botella sin lias (T9+12). Los datos de la composicidn volatil del T9 no se incluyeron en el
articulo porque las diferencias observadas entre las distintas elaboraciones fueron similares a
las encontradas en los vinos espumosos tintos T9+12. La calidad de la espuma se estudio
instrumentalmente a través de tres parametros definidos por el método Mosalux (HM, HSy TS).
Se realizd la medida instrumental de la espuma en los vinos espumosos tintos T9 y T9+12.
Ademas, se realizd un andlisis sensorial olfativo y de la espuma de los vinos espumosos T9+12.
El andlisis estadistico de los vinos se llevd a cabo mediante un Andlisis de la Varianza (ANOVA),
para ver diferencias significativas entre los vinos en funcién de los tratamientos estudiados. Se
realizd ademas un Analisis Factorial con todos los datos de los compuestos volatiles de los seis
tipos de vinos estudiados en los tres momentos de envejecimiento para estudiar los factores
que permitieran diferenciar a los vinos en funcién de la madurez de las uvas, el tratamiento
aplicado o el momento de envejecimiento. Los datos del analisis sensorial se analizaron
mediante un Andlisis Procrusteano Generalizado (GPA) para evaluar si las percepciones olfativas
y el analisis sensorial de la espuma permitian diferenciar los vinos espumosos finales.

Las técnicas empleadas para la reduccién del grado alcohdlico final de los vinos base
consiguieron su objetivo, disminuyéndolo, en el caso de la nanofiltracién un 1 % y en el de la
dsmosis reversa un 2 %, con respecto al grado alcohdélico del vino base control elaborado con

uvas maduras.
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Entre los vinos base control, los elaborados a partir de uvas maduras (M-C) mostraron una
concentracién total significativamente mayor de ésteres etilicos, acidos, derivados de vainillina,
y-lactonas y fenoles volatiles. A su vez, los vinos base control elaborados a partir de uvas pre-
maduras (PM-C) destacaron por su contenido significativamente mayor en acetatos de alcohol,
alcoholes C6 y alcoholes superiores.

La maceracidon pre-fermentativa en frio con hielo seco y la desalcoholizacién parcial
mediante ésmosis reversa fueron las técnicas que mas influyeron en la composicion volatil de
los vinos base.

El vino base obtenido por maceracién pre-fermentativa en frio con hielo seco (PM-DI)
destacd por su contenido significativamente superior en acetatos de alcohol, compuestos
relacionados con aromas frutales, con respecto al resto de vinos. Sin embargo, el contenido de
alcoholes superiores del vino base PM-DI fue significativamente menor que el del vino base PM-
C. Los alcoholes superiores se forman durante la fermentacién y estdn relacionados con el
metabolismo de los aminoacidos de las levaduras, lo que hace pensar que la maceracidn pre-
fermentativa en frio podria no favorecer la extraccién de aminodacidos, aunque la fraccién de
nitrégeno asimilable de las uvas también influye fuertemente en la formaciéon de los

aminodcidos. En general, la desalcoholizacidon parcial del vino provocé una disminucion

significativa en el contenido de los compuestos volatiles, aunque los alcoholes superiores
aumentaron con respecto al vino base control elaborado con uvas maduras.

El analisis factorial permitié diferenciar a los vinos en funcidn del grado de madurez de las
uvas empleadas en su elaboracion, asi como discriminar los vinos base de los espumosos y los
distintos momentos de envejecimiento a partir de tres factores. El primer factor separé los vinos
por el grado de madurez de las uvas empleadas en su elaboracidon, independientemente de la
técnica enoldgica aplicada o el tiempo de envejecimiento. Los vinos elaborados con uva madura
se caracterizaron por presentar un mayor contenido de derivados de vainillina, alcohol bencilico,
y-nonalactona y una concentracién menor de alcoholes C6. El segundo y tercer factor separaron
los vinos en funcién del tiempo de envejecimiento. El segundo factor permitié diferenciar los
vinos base de los espumosos, independientemente de la técnica enoldgica aplicada y del grado
de madurez de las uvas empleadas en su elaboracidn. Los vinos base tintos se caracterizaron por
un mayor contenido de ésteres etilicos, dcido octanoico y acido decanoico y los vinos espumosos
tintos se caracterizaron por un mayor contenido de lactato de etilo, isovalerato de etilo, a-
terpineol y y-butirolactona. El tercer factor permitioé separar los vinos espumosos envejecidos
con lias en botella (T9) de aquellos que ademas han seguido un envejecimiento en ausencia de

lias en botella (T9+12). Los vinos T9+12 se localizaron en la zona negativa del tercer factor debido
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a una disminucién de algunos 4acidos, los alcoholes C6, el 4-vinilfenol y el 2-feniletanol, cambios
que se produjeron durante el envejecimiento en ausencia de lias en botella.

Las diferencias en la composicién volatil de los vinos analizados fueron mayores debido al
efecto de la madurez de las uvas empeladas en la elaboracién que al efecto producido por las

técnicas enoldgicas utilizadas.

En general, a pesar de los cambios observados en la composicién volatil de los vinos
durante el envejecimiento, las diferencias observadas en los vinos base control se mantuvieron
en los vinos espumosos tintos. Los vinos espumosos tintos elaborados con uvas pre-maduras
tuvieron un contenido significativamente mayor de acetatos de alcohol, alcoholes superiores y
alcoholes C6 y un contenido significativamente menor de esteres etilicos y derivados de la
vainillina que los vinos espumosos tintos elaborados con uvas maduras. Los vinos espumosos
PM-DI mostraron un contenido significativamente mayor de acetatos de alcohol y esteres
etilicos, y un contenido significativamente menor de alcoholes C6 y alcoholes superiores que los
vinos espumosos PM-C. La maceracion pre-fermentativa en frio permitié obtener vinos
espumosos tintos con una composicion volatil similar a la de los vinos espumosos obtenidos con
uvas maduras. Los vinos espumosos tintos M-AR presentaron un contenido menor en acetatos
de alcohol y lactonas y un contenido mayor en ésteres etilicos y alcoholes superiores que los
vinos espumosos tintos control (M-C).

No se observé un efecto claro debido a las técnicas enoldgicas estudiadas en los
pardmetros instrumentales de la espuma. El pardmetro instrumental HM aumenté durante el
envejecimiento en ausencia de lias en todos los vinos tintos espumosos.

El GPA de la fase olfativa diferencié claramente los vinos espumosos tintos. Los vinos
espumosos tintos elaborados con uvas pre-maduras mostraron una mayor correlacion con las
notas vegetales que los vinos espumosos tintos elaborados con uva madura, a excepcion del
vino espumoso M-SR, que también se correlaciond con las notas vegetales. El vino espumoso
tinto M-AR se caracterizd por su alta intensidad olfativa y por los aromas frutales vy
fermentativos.

Con respecto al andlisis sensorial de la espuma, los vinos espumosos se situaron de
manera dispersa sin diferenciarse por el grado de madurez de las uvas empleadas. Los vinos
espumosos PM-D y M-C se caracterizaron por una alta espuma inicial. Los vinos espumosos
tintos PM-C y M-AR se correlacionaron con la efervescencia mientras que los vinos espumosos
tintos PM-DI recibieron la mejor valoracion sensorial de la espuma ya que correlacionaron con
el drea de la espuma, la corona y el tamafo de burbuja. Por el contrario, los vinos espumosos

M-SR no se correlacionaron con ningun descriptor en concreto.
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Desde el punto de vista de la composicidn volatil y el analisis sensorial de la espuma, los
vinos elaborados con uvas maduras mostraron caracteristicas mas positivas que los elaborados
con uvas pre-maduras. El tratamiento de maceracién pre-fermentativa en frio produjo vinos
espumosos tintos con una composicién volatil similar a la de los vinos espumosos tintos

elaborados por vinificaciéon tradicional con uvas maduras.
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Resumen

El objetivo de este trabajo fue estudiar cémo afectan a la composicidon fendlica, las
propiedades sensoriales y los pardmetros de la espuma distintas técnicas enoldgicas empleadas
para elaborar vinos espumosos tintos de calidad.

Se elaboraron diferentes vinos base a partir de la variedad Tempranillo, que fue
vendimiada en dos estados diferentes de maduracién: uvas pre-maduras (PM), que no habian
alcanzado la madurez de la pulpa, y uvas maduras (M), que habian alcanzado la madurez de la
pulpa. Las técnicas enolégicas estudiadas con uvas pre-maduras fueron: maceracién pre-
fermentativa en frio con hielo seco (PM-DI); délestage con eliminacién parcial de semillas (PM-
D) y vinificacién tradicional en tinto (PM-C), que se empled como vino control. Las técnicas
enoldgicas estudiadas con uvas maduras fueron: reduccién de azlucares en mosto mediante
nanofiltracion (M-SR); desalcoholizacidn parcial del vino mediante ésmosis reversa (M-AR) y
vinificacion tradicional en tinto (M-C), que se empled como vino control. El estudio se realizé
con los vinos espumosos procedentes de las vendimias de 2012 y 2013. Los parametros
enoldgicos (pH, acidez total, grado alcohdlico, acidez volatil, intensidad colorante, tonalidad y
presion) y los compuestos fendlicos (antocianos, acidos hidroxicindmicos, flavonoles vy
proantocianidinas) se analizaron en los vinos base (T0), en los vinos espumosos tintos tras nueve
meses de envejecimiento sobre lias en botella (T9) y en los vinos espumosos tintos tras nueve
meses de envejecimiento sobre lias en botella seguidos de doce meses de crianza en botella sin
lias (T9+12). En el articulo no se mostraron los datos del contenido de compuestos fenélicos en
los vinos base porque las diferencias encontradas entre las distintas elaboraciones fueron muy
similares a las de los vinos espumosos obtenidos. La calidad de la espuma se estudié
instrumentalmente a través de tres pardmetros definidos por el método Mosalux, HM, altura
maxima de la espuma; HS, altura a la cual estabiliza la espuma; y TS, tiempo necesario para la
desaparicién completa de la espuma. La medida instrumental de la espuma y el analisis sensorial
(fase visual, fase olfativa y fase gustativa) se realizé con los vinos espumosos tintos T9+12. Las
diferencias significativas entre los diferentes tratamientos se estudiaron mediante Analisis de la
Varianza (ANOVA). Se llevaron a cabo Andlisis de Componentes Principales (PCA) para
caracterizar los vinos espumosos segun sus propiedades gustativas y espumantes.

Los tratamientos empleados para la reduccion del grado alcohélico (M-SR y M-AR) fueron
efectivos en ambas vendimias, aunque en la vendimia de 2013 la diferencia de alcohol entre los
vinos control de uvas pre-maduras y maduras fue menor. En la vendimia de 2012, los
tratamientos aplicados sobre uvas maduras (M-AR y M-SR) incrementaron significativamente la

intensidad colorante respecto al vino base control (M-C) mientras que el tratamiento de

131



Resultados y Discusion

délestage produjo una disminucion significativa con respecto a su control (PM-C). En general, en
los vinos procedentes de la afiada de 2013 se encontraron menos diferencias significativas en
los pardmetros enoldgicos debido a que la diferencia de madurez entre uvas maduras y pre-
maduras en esta vendimia fue menor. En la afiada de 2012, se observé una disminucion de la
intensidad colorante durante la crianza de los vinos espumosos que puede deberse a la
adsorcién de algunos compuestos polifendlicos por el contacto con las lias.

Los vinos espumosos elaborados con uvas maduras mostraron un contenido
significativamente mayor de antocianos, 4cidos hidroxicindmicos, flavonoles vy
proantocianidinas que los vinos espumosos tintos elaborados con uvas pre-maduras en ambas
afiadas.

El vino espumoso tinto elaborado a partir del vino base producido mediante maceracién
pre-fermentativa con hielo seco (PM-DI) mostré una concentracion significativamente mas alta
de antocianos totales mientras que el tratamiento de délestage (PM-D) no incrementd el
contenido de antocianos en ninguna de las afiadas ni en los dos momentos de envejecimiento.
En general, las técnicas aplicadas para la reduccién del grado alcohdlico (M-AR y M-SR) no
afectaron de manera significativa a la concentracion de los antocianos.

En general, ninguno de los tratamientos produjo diferencias estadisticamente
significativas en el contenido del resto de compuestos fendlicos (acidos hidroxicinamicos,
flavonoles y proantocianidinas) en las dos afiadas estudiadas. Las diferencias encontradas en la
composicion quimica de los vinos estudiados se debieron al grado de madurez de las uvas
empleadas en la elaboracidn, mas que al efecto de las técnicas enoldgicas estudiadas.

Los vinos espumosos tintos si mostraron diferencias significativas en el grado medio de
polimerizacion de las proantocianidinas (mDP). El vino espumoso tinto elaborado a partir del
vino base producido mediante délestage mostré un valor significativamente mas alto de mDP
en ambas afadas y en los dos momentos de envejecimiento estudiados, lo que se explicd por la
eliminacion parcial de las semillas que se llevd a cabo durante la aplicacidon de esta técnica
enoldgica.

No se encontraron diferencias significativas en el analisis sensorial visual en los vinos
espumosos tintos ni debido al grado de madurez de las uvas empleadas para su elaboracion ni
debido a los tratamientos enoldgicos aplicados en la elaboracién de los vinos base.

El andlisis de las propiedades sensoriales gustativas se realizd mediante un Andlisis de
Componentes Principales. Los vinos espumosos tintos se distribuyeron de acuerdo al grado de
madurez de las uvas empleadas en su elaboracién en ambas vendimias. En la vendimia de 2012,
el vino espumoso tinto PM-D se caracterizd por sensaciones de astringencia, de acuerdo con los

datos analiticos donde mostrd el mayor mDP. Los vinos espumosos tintos elaborados con uvas
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maduras se correlacionaron con sensaciones de frescura y amargor. Concretamente, los vinos
tratados para la reduccion del grado alcohélico (M-AR y M-SR) mostraron fuertes correlaciones
con sensaciones de frescura, cuerpo, persistencia, equilibrio y percepcion global. En la vendimia
de 2013, el vino espumoso control elaborado con uvas pre-maduras (PM-C) y el vino espumoso
tinto PM-D se correlacionaron con la astringencia, mientras que el vino espumoso tinto PM-DI
se caracterizé por el descriptor de amargor. Entre los vinos espumosos tintos elaborados con
uvas maduras, los vinos M-C y M-AR se caracterizaron por las sensaciones de cuerpo y
persistencia; el vino espumoso tinto M-SR se caracterizd por las sensaciones de frescura, acidez,
equilibrio y percepcién global. En ambas vendimias los vinos espumosos tintos elaborados con
uvas maduras obtuvieron las mejores puntuaciones en la fase gustativa.

Con respecto al andlisis sensorial e instrumental de la espuma, en ambas vendimias los
vinos espumosos tintos se distribuyeron por todo el espacio vectorial del PCA
independientemente del grado de madurez de las uvas empleadas para su elaboracion. Ademas,
el vino espumoso tinto M-SR no se caracterizo por ningun descriptor en concreto. En la vendimia
de 2012, el vino espumoso tinto PM-DI se caracterizd por el descriptor area de la espumay los
pardmetros experimentales HM y HS (espumabilidad y estabilidad de la espuma), pudiendo
relacionar el mayor contenido en antonianos de estos vinos con la espumabilidad. Los vinos
espumosos tintos PM-C, PM-D, M-C y M-AR se correlacionaron positivamente con la espuma
inicial y el parametro instrumental de estabilidad de la espuma. Los vinos espumosos tintos M-
ARy PM-DI de la vendimia de 2013 mostraron correlacién con el drea y la corona de la espuma,
ademads de con los pardmetros instrumentales espumabilidad y estabilidad de la espuma. Los
vinos espumosos tintos PM-D y M-C se correlacionaron con la espuma inicial y el tamafio de
burbuja, y al igual que en 2012, el vino espumoso tinto PM-C se correlaciond con la estabilidad
de la espuma.

Los resultados obtenidos mostraron que el tratamiento de la maceracidon pre-
fermentativa en frio fue el Unico capaz de modificar la composicion polifendlica incrementando
la concentracion de antonianos respecto al vino base control y el tratamiento de délestage con
eliminacion parcial de semillas afecté al valor de mDP, aumentandolo con respecto al vino base
control. Los vinos espumosos tintos elaborados con uvas maduras mostraron una valoracion
mas alta en la fase gustativa. Por Ultimo, cabe destacar que el andlisis sensorial gustativo separé
claramente los vinos espumosos tintos en funcion del grado de madurez de las uvas empleadas
en su elaboracién, mientras que el estudio sensorial e instrumental de la espuma no discriminé
a los vinos espumosos tintos en funcion de la madurez de las uvas empleadas para su

elaboracion.
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Resumen

El objetivo de este trabajo fue estudiar como afectan a la composicion fendlica, la
composicion volatil, las propiedades sensoriales y los pardmetros de la espuma distintas técnicas
enoldgicas empleadas en la elaboracion de vinos base tintos para la produccién de vinos tintos
espumosos de calidad. En este estudio las uvas fueron vendimiadas en dos momentos de
madurez diferentes: uvas pre-maduras (PM), que no habian alcanzado la madurez de la pulpa,
con la acidez y el contenido de azucares adecuados para la produccidn de vinos espumosos; y
uvas maduras (M), que se vendimiaron cuando la pulpa habia alcanzado la madurez.

Se elaboraron cuatro tipos de vino base tintos diferentes. Con uvas pre-maduras: i) vino
base control elaborado siguiendo el protocolo de vinificacion tradicional en tinto (PM-T); ii) vino
base elaborado mediante maceracidn carbdnica (PM-CM); iii) vino base elaborado siguiendo el
protocolo de vinificacidn tradicional en tinto con adicién de enzimas pectoliticas (PM-E). Con las
uvas vendimiadas en su estado 6ptimo de maduracién se elabord un vino base control siguiendo
el protocolo de vinificacidn tradicional en tinto (M-T). Los parametros enoldgicos (pH, acidez
total, grado alcohdlico, acidez volatil, intensidad colorante, tonalidad y presidn), los compuestos
fendlicos (antocianos, acidos hidroxicinamicos, flavonoles y proantocianidinas) y los compuestos
volatiles se analizaron en los vinos base (T0) y en los vinos espumosos tintos tras nueve meses
de envejecimiento sobre lias en botella (T9). En el articulo no se muestran los datos del
contenido de polifenoles y compuestos volatiles de los vinos base porque las diferencias
encontradas entre las distintas elaboraciones fueron muy similares a las de los vinos espumosos
tintos.

La calidad de la espuma se estudié instrumentalmente a través de tres parametros
definidos por el método Mosalux, HM, altura maxima de la espuma; HS, altura a la cual estabiliza
la espuma; y TS, tiempo necesario para la desaparicién completa de la espuma. La medida de
los parametros de la espuma (HM, HS y TS) y el andlisis sensorial (fase visual, fase olfativa y fase
gustativa) se realizd en los vinos (T9). Las diferencias significativas entre las distintas
elaboraciones se estudiaron mediante Andlisis de la Varianza (ANOVA). Se llevaron a cabo
Analisis de Componentes Principales (PCA) para caracterizar los vinos espumosos segun sus
caracteristicas sensoriales y espumantes.

Los vinos espumosos elaborados con uvas maduras y vinificacion tradicional en tinto (M-
T) mostraron un contenido significativamente mayor de antocianos, proantocianidinas y acidos
hidroxicindmicos que los vinos espumosos tintos control elaborados con uvas pre-maduras (PM-
T). Con respecto a los compuestos volatiles, el vino espumoso M-T mostré un contenido

significativamente mayor de esteres etilicos, alcohol acetatos y acidos totales. En la evaluacidn
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sensorial de la fase visual no se distinguieron los vinos espumosos tintos ni por efecto del grado
de madurez de las uvas empleadas ni por las técnicas estudiadas. En el analisis sensorial, los
vinos control elaborados con uvas maduras fueron los mejor valorados en la fase gustativa y de
la espuma, y obtuvieron la puntuacién mas alta en intensidad olfativa y en la valoraciéon global.

La maceracion carbdnica no aumento contenido polifendlico de los vinos espumosos
tintos PM-CM, pero si se incrementé el contenido de esteres etilicos y el cinamato de etilo. Sin
embargo, el contenido de acetatos de alcohol, dcidos y alcoholes superiores fue menor que en
los vinos espumosos tintos PM-C, probablemente por las condiciones restrictivas de oxigeno que
se dan durante la fermentacién intracelular. Sensorialmente estos vinos se caracterizaron por
notas vegetales, y obtuvieron una buena valoracion en los descriptores de la espuma pero
gustativamente no destacaron en ningun atributo.

El tratamiento con enzimas pectoliticas no fue efectivo debido al estado de madurez de
las uvas empleadas en la elaboracion de los vinos espumosos PM-E. La adicién de enzimas no
incrementd el contenido de polifenoles de los vinos espumosos tintos PM-E con respecto al
contenido de los vinos control PM-T. En relacidn a la composicidn volatil, no se pudo establecer
un efecto claro debido al tratamiento enzimatico. En la fase gustativa estos vinos destacaron por
su frescura, equilibrio y acidez. En el analisis olfativo se caracterizaron por aromas frutales y alta
intensidad olfativa y mostraron buenas caracteristicas de la espuma.

En conclusidn, los vinos espumosos tintos elaborados con uva madura fueron los mejor
valorados en el analisis sensorial. Parece que la elaboracidn de vino base mediante vinificacién
tradicional en tinto y el empleo de uvas que han alcanzado la madurez de la pulpa es la mejor

opcién para elaborar vinos espumosos tintos de calidad.
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Resumen

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de diversas técnicas enoldgicas sobre el
contenido de aminodcidos y aminas biégenas de los vinos base tintos y sus correspondientes
vinos espumosos tintos elaborados mediante el método tradicional a partir de la variedad
Tempranillo. Para este estudio, las uvas fueron vendimiadas en dos momentos de madurez
diferentes: uvas pre-maduras, que no habian alcanzado la madurez de la pulpa, con la acidez y
el contenido de azucares adecuados para la produccién de vinos espumosos; y uvas maduras,
vendimiadas una vez que la pulpa habia alcanzado la madurez. Se elaboraron cuatro tipos de
vino base tintos diferentes. Con uvas pre-maduras: i) vino base control elaborado siguiendo el
protocolo de vinificacién tradicional en tinto (PM-C); ii) vino base elaborado mediante
maceracion carbdnica (PM-CM); iii) vino base elaborado siguiendo el protocolo de vinificacion
tradicional en tinto con adiciéon de enzimas pectoliticas (PM-E). Con las uvas vendimiadas en su
estado optimo de maduracidn se elaboré un vino base control siguiendo el protocolo de
vinificacion tradicional en tinto (M-C). Este estudio se realizé con vinos base (TO) y vinos
espumosos tintos de la vendimia de 2014. Los vinos espumosos se analizaron tras 9 meses de
crianza en presencia de lias en botella (T9).

El analisis estadistico de los vinos se llevé a cabo mediante un Analisis de la Varianza
(ANOVA) para ver diferencias significativas en el contenido de aminoacidos y aminas biégenas
entre los vinos en funcion de los tratamientos estudiados.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el contenido total de
aminodcidos en los vinos base control elaborados con uvas pre-maduras y maduras. Los
tratamientos estudiados si que afectaron de forma significativa al contenido total de
aminodacidos, tanto en los vinos base como en los vinos espumosos tintos. La maceracion
carbdnica aumentd significativamente el contenido total de aminoacidos con respecto al vino
base control elaborado con uvas pre-maduras, debido al metabolismo anaerdbico de la uva. Este
incremento significativo se mantuvo durante el envejecimiento en presencia de lias.
Contrariamente a lo esperado el tratamiento con enzimas pectoliticas produjo una disminucion
significativa en el contenido de aminoacidos con respecto al vino base control elaborado con
uvas pre-maduras. La efectividad de las enzimas depende de numerosos factores, y al tratarse
de uvas pre-maduras, no actuaron con la efectividad esperada.

El aminoacido mayoritario en todos los vinos, tanto base como espumaosos, fue la prolina.
Durante el envejecimiento en presencia de lias se observd una disminucién generalizada del

contenido total de aminoacidos, independientemente del tratamiento aplicado y el grado de
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madurez de las uvas empleadas en la elaboracién de los vinos, debido a reacciones de
desaminacidn, descarboxilacion y/o por la formacion de compuestos aromaticos.

Con respecto a las aminas biégenas, en todos los vinos analizados su contenido fue
inferior a 6 mg/L. La amina mayoritaria en todos los vinos fue la espermidina. Los tratamientos
estudiados afectaron al contenido de aminas, siendo significativamente inferior el contenido de
aminas bidgenas en los vinos base elaborados con adicién de enzimas pectoliticas que en los
vinos control (PM-C). Los vinos base elaborados mediante maceracion carbénica no mostraron
diferencias significativas con su control (PM-C).

La crianza en presencia de lias produjo diversos efectos en el contenido de aminas
bidgenas segun el método de elaboracidn empleado para los vinos base. Los vinos espumosos
PM-CM y PM-C sufrieron un aumento en el contenido de aminas pero sin ser significativo. El
contenido de aminas bidgenas en los vinos espumosos PM-E aumenté de forma significativa,
probablemente por la hidrdlisis de proteinas y péptidos durante la crianza en presencia de lias.
Los vinos control M-C experimentaron una disminucion significativa en el contenido de aminas
biégenas. Estos cambios hicieron que en los vinos espumosos tintos no se encontrasen

diferencias estadisticamente significativas en el contenido de aminas bidgenas.
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Conclusiones | NN

Las conclusiones de esta Tesis Doctoral pueden resumirse en los siguientes puntos:

1. Las diferencias en la composicidon quimica de los vinos analizados en esta tesis fueron
mayores debido al grado de madurez de las uvas empleadas en la elaboracién, que al
efecto producido por las técnicas enoldgicas estudiadas.

2. Las técnicas empleadas para la reduccion parcial del contenido alcohdlico de los vinos
base elaborados con uvas maduras, reduccion de azlcares en mosto mediante
nanofiltracion y desalcoholizacién parcial del vino mediante dsmosis reversa,
disminuyeron el grado alcohdlico, produciendo vinos base tintos con un contenido
alcohdlico adecuado para la elaboracién de vinos espumosos tintos de calidad.

3. En general las técnicas aplicadas para disminuir el contenido alcohdlico no produjeron
diferencias significativas en el contenido total de antocianos, acidos hidroxicinamicos,
flavonoles y proantocianidinas. Por el contrario, si que afectaron de manera significativa
a la composicién volatil de los vinos base y espumosos tintos, produciendo una
disminucidn en algunas familias de compuestos volatiles.

4. En el analisis sensorial los vinos espumosos tintos elaborados por nanofiltracion se
correlacionaron con notas vegetales y los descriptores de equilibrio, acidez y frescura.
La aplicacidn de la técnica de 6smosis reversa produjo vinos espumosos tintos similares
a los obtenidos por vinificacién tradicional con uvas maduras, obteniendo alta
correlacién con los descriptores de la espuma y las sensaciones de cuerpo y persistencia.

5. En uvas pre-maduras, la aplicacién de la maceracién pre-fermentativa en frio con hielo
seco produjo un incremento significativo en el contenido de antocianos y una
composicion volatil similar a la de los vinos espumosos tintos elaborados con uvas
maduras.

6. El tratamiento de délestage no tuvo efecto sobre el contenido total de ninguno de los
compuestos fendlicos estudiados.

7. En el andlisis sensorial tanto los vinos espumosos tintos obtenidos por maceracién pre-
fermentativa en frio con hielo seco como los vinos obtenidos por délestage mostraron
una alta correlacién con los descriptores de la espuma y se caracterizaron por notas
vegetales. El vino espumoso tinto obtenido por maceracién pre-fermentativa en frio se
caracterizd por sensaciones de amargor mientras que los vinos espumosos tintos
obtenido por délestage se caracterizaron por sensaciones de astringencia

8. La adicién de las enzimas pectoliticas no fue efectiva debido al estado de madurez de
las uvas. Los vinos espumosos tintos elaborados con adicion de enzimas no

incrementaron su contenido fendlico ni de aminoacidos, aunque mostraron el
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11.

contenido mas alto de lactonas, produciendo vinos de alta intensidad olfativa y aromas
frutales. En el andlisis de la espuma destacaron por presentar el mayor valor de
espumabilidad y las puntuaciones mas altas en frescura, equilibrio y acidez.

Los vinos espumosos tintos elaborados mediante maceracién carbdnica mostraron el
menor contenido en polifenoles totales, y altos contenidos en alcoholes C6, por lo que
se caracterizaron por notas de aroma vegetal. La maceracion carbdnica produjo un
aumento en la concentracién de aminoacidos totales debido al metabolismo anaerdbico
en la uva. En el analisis sensorial de la espuma mostraron una buena valoracion
caracterizdndose por los descriptores de espuma inicial, drea de la espuma y corona de
la espuma.

Globalmente se puede concluir que los vinos tintos espumosos elaborados por
vinificacion tradicional en tinto con uvas maduras mostraron el mayor contenido en
polifenoles, esteres etilicos, y compuestos acidos volatiles. Sensorialmente obtuvieron
una buena valoracidn, tanto en el analisis gustativo como de la espuma. Por lo tanto, la
vinificacion tradicional con uvas maduras parece ser la mejor opcién para elaborar vinos
tintos base para la produccion de vinos espumosos tintos de calidad.

En el caso en que el grado alcohdlico del vino base fuese muy elevado, la dsmosis reversa
parece la mejor técnica de las estudiadas para elaborar vinos base tintos que produzcan
vinos espumosos tintos de calidad. Aunque habria que tener en cuenta el elevado coste
de la aplicacidn de esta técnica, asi como, la posible depreciacién de la composicién

volatil del vino espumoso tinto.





