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RESUMEN

Las cepas de levaduras que intervienen en la fermentacién son responsables de gran
parte de las caracteristicas finales de los vinos, ya que tienen una influencia
determinante en el color, estructura, composicibn aromatica, estabilidad y seguridad
alimentaria, entre otros. La siembra secuencial de levaduras no-Saccharomyces y
Saccharomyces, de forma similar a lo que ocurre en la fermentacién espontanea del
mosto de uva, contribuye a incrementar la complejidad de los vinos y a potenciar su
personalidad, debido a las caracteristicas diferenciadoras que pueden aportar las cepas
de levaduras no-Saccharomyces a los vinos.

En este trabajo se ha estudiado el efecto de distintas cepas de levaduras no-
Saccharomyces aisladas en uvas de Cabernet Sauvignon y Merlot, de la Bodega
Chozas Carrascal, en la composicion quimica y organoléptica de los vinos con ellas
elaborados. Para ello se han realizado vinificaciones individuales con cada una de las
cepas de levadura no-Saccharomyces aisladas, sembrandose a los tres dias los mostos
en fermentacién con la cepa Saccharomyces cerevisiae 22H, aislada previamente en
las uvas de esta bodega, con el fin de que esta cepa concluya el proceso fermentativo.
En los vinos elaborados se ha determinado la composicion convencional y polifendlica
y se ha establecido su perfil sensorial, con la finalidad de determinar las mejores cepas
de levaduras presentes en el vifiedo, e implementarlas en la vinificacion, para obtener
vinos de mayor calidad y personalidad, que potencien la compaosicion polifenélica de los
vinos y su valoracion organoléptica. En general, en los vinos de la variedad Merlot y
Cabernet Sauvignon elaborados, la fermentacion secuencial con cepas no-
Saccharomyces-Saccharomyces 22H, da lugar a un mejor comportamiento polifenélico
y a una mejor valoracion organoléptica, respecto a los vinos fermentados Unicamente
con la cepa Saccharomyces 22H. De todas las cepas ensayadas, ha sido la cepa no-
Saccharomyces 42 d para los vinos de Merlot, y la 58E para los de Cabernet, las
elegidas para formar parte de un cultivo secuencial mixto junto con la levadura S.
cerevisiae 22H.

Palabras clave: Levaduras, No-Saccharomyces, polifenoles, Cabernet Sauvignon,
Merlot, taninos, antocianos.

RESUM

Els ceps de llevat que intervenen en la fermentacié son els responsables d’una gran
part de les caracteristiques finals dels vins, ja que tenen una influéncia determinant en
el color, estructura, composicié aromatica, estabilitat i seguretat alimentaria, entre altres.
La sembra sequencial de ceps no-Saccharomyces i Saccharomyces, de forma semblant
al que ocorre en la fermentacio espontania del most del raim, contribueix a incrementar
la complexitat dels vins i a potenciar la seua personalitat, a causa de les caracteristiques
diferenciadores que poden aportar els ceps de no-Saccharomyces als vins.

En aquest treball s’ha estudiat I'efecte de distints ceps de llevat no-Saccharomyces
aillades en raim de Cabernet Sauvignon i Merlot, de la Bodega Chozas Carrascal, en la
composicié quimica i organoleptica dels vins amb ells elaborats. Amb eixe obijectiu,
s’han realitzat vinificacions individuals amb cada un dels ceps de no-Saccharomyes
aillades, sembrant-se als tres dies els mostos en fermentaci6 amb el cep
Saccharomyces cerevisiae 22 H, aillada préviament amb el raim de aquesta Bodega,
per a que este concloga el procés fermentatiu. Als vins elaborats, s’ha determinat la
composicié convencional i polifendlica i s’ha establert el seu perfil sensorial, amb la



finalitat de determinar els millors ceps de llevat presents en la vinya, i implementar-les
en la vinificacio, per a obtindre vins de major qualitat i personalitat, que potencien la
composicio polifendlica dels vins i la seua valoracion organoléptica. En general, en els
vins de la varietat Merlot i Cabernet Sauvignon elaborats, la fermentacio seqiencial amb
ceps no-Saccharomyces-Saccharomyces 22 H, dona lloc a un millor comportament
polifendlic i una millor valoracié organoleptica, respecte als vins fermentats Unicament
amb el cep Saccharomyces 22 H. De tots els ceps assatjats, ha sigut el cep no-
Saccharomyces 42 d per als vins de Merlot, i el 58 E per als de Cabernet Sauvignon, els
triats per a formar part d’'un cultiu seqliencial mixt junt amb el de Saccharomyces
cerevisiae 22 H.

Paraules clau: Llevat, No-Saccharomyces, polifenols, Cabernet Sauvignon, Merlot,
tanins, antocians.

ABSTRACT

Yeast strains that intervene in fermentation are responsible for much of the final
characteristics of the wines, because they have a decisive influence on the colour,
structure, aromatic composition, stability and food safety. The sequential sowing of non-
Saccharomyces and Saccharomyces yeasts, like what happens in the spontaneous
fermentation of the grape must, contributes to increase the complexity of the wines and
to improve their personality, due to the differential characteristics that non-
Saccharomyces yeast strains can give to wines.

It is studied the effect of different strains of non-Saccharomyces yeast strains isolated
in Cabernet Sauvignon and Merlot grapes, from Winery Chozas Carrascal, in the
chemical and organoleptic composition of wines with them elaborated. For this purpose,
individual fermentations have been made with each of the non-Saccharomyces yeast
strains isolated, sowing it in the musts in fermentation with the strain Saccharomyces
cerevisiae 22H, previously isolated in the grapes of this winery, so that strain concludes
the fermentation process. In the elaborated wines, the conventional and polyphenolic
composition has been determined and its sensory profile has been established, with the
purpose of determining the best strains of yeast present in the vineyard, and to
implement them in the fermentation, to obtain wines of higher quality and personality,
which improve the polyphenolic composition of wines and their organoleptic valuation. In
general, in wines of the Merlot and Cabernet Sauvignon variety elaborated, the
sequential fermentation with non-Saccharomyces-Saccharomyces 22 H strains rise to a
better polyphenolic behaviour and a better organoleptic valuation, compared to the wines
fermented only with the Saccharomyces 22 H strain. Of all the strains tested, has been
the strain non-Saccharomyces 42 d in Merlot wines, and the 58 E for those of Cabernet,
chosen to be part of a mixed sequential fermentation together with the yeast S.
cerevisiae 22H.

Key words: Yeast strains, Non-Saccharomyces, polyphenol, Cabernet Sauvignon,
Merlot, tannins, anthocyanin.
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1. Introduccion.

1.1. Generalidades.

1.1.1. El cultivo de lavid en Espaiay la Comunidad Valenciana.

El mercado del vino es uno de los sectores mas importantes y considerados tanto en
el panorama nacional como en el autbnomo. Segun datos de la Oficina Internacional de
la Viia y el Vino (OlV), se cifra la superficie mundial de viiiledo en 7,5 millones de
hectéreas. Espafia se mantiene en la cima de la produccion vinicola mundial con un
13%de la superficie mundial de vifiedos, seguida muy de cerca por China, aunque cabe
resaltar que su produccién se centra mas en uva para mesa y uva pasa.

En 2016, Espafia se ha colocado la cuarta potencia exportadora de vino con un
incremento del 0,7% respecto al afio anterior. Ademas, se ha recuperado el consumo
interno del pais, contemplando el aumento en hosteleria, el enoturismo y una
considerable venta online.

La gran variedad de zonas climatoldgicas y variedad de suelos en Espafia, traen la
consecuencia de obtener vinos de caracteristicas muy dispares, cosa que enriquece
nuestro mercado.

En cuanto a las comunidades auténomas, cabe destacar a Castilla La Mancha como
la principal comunidad productora. En lo referente a la Comunidad Valenciana, es la
cuarta productora de vino en Espafia, segiin MAPAMA, y en el afio 2016 ha aumentado
Sus exportaciones.

1.1.2. Las variedades Merlot y Cabernet Sauvignon.

La utilizacion de distintas variedades de la vid puede ser debida a distintas razones:
utilidad, adaptacioén al clima, aroma, gusto del productor y potencialidad econémica de
la misma.

Entre las variedades mas cultivadas en el mundo destacan la Merlot y la Cabernet
Sauvignon. La variedad Cabernet Sauvignon con un 5% del a&rea mundial, es la variedad
mas internacional. La variedad Merlot, aungque ocupa menor extension, es considerada
la segunda mas importante para vinificacion. Ambas variedades estan extendidas por
territorios tan diversos como Europa, Asia, América e incluso Australia.

La variedad Cabernet Sauvignon procede de la region de Burdeos, cuna de muchas
variedades de uva, pero es la variedad mas extendida por el mundo. De racimo conico,
con compacidad media y granos muy uniformes. Produce mostos de colores muy
intensos y oscuros, asi como vinos muy tanicos y con color estable, si las uvas alcanzan
una buena madurez. Al tener un hollejo grueso se extraen en el proceso muchos taninos,
cosa que permite un largo envejecimiento. Es una variedad muy utilizada en vinos
polivarietales.

La variedad Merlot también procede del sudoeste de Francia, mas concretamente de
la regidon de Burdeos. Es una variedad de tamafio medio a pequefio, con una pronta
maduracion, cosa que la hace ideal para vinos jévenes. Tiene una caracteristica muy
importante, como es que dependiendo del terreno en el que se desarrolle, dara
diferentes personalidades de vino. Por ultimo, cabria destacar la menor presencia de
taninos, caracteristica que dara lugar a vinos mas ligeros, finos y suaves, que con su
maduracién obtendran mayor complejidad (VITIVINICULTURA).



1.2. Lafermentacion alcohodlica de los vinos.

La fermentacién alcohdlica de los vinos es un proceso complejo que incluye un
conjunto de transformaciones bioquimicas cuyo resultado es la transformacion de los
azucares del mosto de la uva, glucosa y fructosa, en etanol como producto mayoritario
y gas carbdnico. Ademas, durante la fermentacion se liberan sustancias como el glicerol,
el acido succinico, el acido acético, alcoholes superiores, ésteres, y muchas mas
sustancias que influyen de forma determinante en la calidad final de los vinos. En estas
transformaciones intervienen un gran nimero de enzimas producidas por diversas
especies de levaduras, siendo la composicion enzimatica de estos microrganismos la
gue va a determinarlas propiedades tecnolégicas y sensoriales de los vinos después de
la fermentacion.

La fermentacion alcohdlica se puede producir de manera espontanea mediante los
propios microorganismos del mosto, o inducirla inoculando levaduras seleccionadas,
habitualmente de cepas de Saccharomyces cerevisiae seleccionadas para llevar a cabo
una adecuada fermentacion. La inoculacion puede ser en forma de levadura seca activa
(LSA)o suspendida en un medio liquido. El objetivo de esta adicién es controlar mejor
las fermentaciones y conseguir calidad organoléptica y seguridad.

1.2.1. Las levaduras.

El rol principal de las cepas de levadura en el vino se ha ido volviendo mas complejo
a medida que se producia el aumento de la calidad de los vinos. En consecuencia, la
eleccién de estas cepas es crucial para que estas sean capaces de mejorar los vinos en
pardmetros clave como el color, aroma, sabor, estructura y otros como la seguridad
alimentaria y estabilidad.

Diversos estudios han puesto de manifiesto que la fermentacion con distintas cepas
de levaduras da lugar a vinos con diferente composicion y con distinta calidad aromatica
y polifendlica (Morata et al., 2012). Ademas, la utilizacién secuencial de distintas cepas
de levaduras, tal como sucede en la fermentacidon espontanea, da lugar a vinos mas
complejos organolépticamente y con mayor variedad de compuestos. Es por ello, que
se ha introducido el uso de levaduras no-Saccharomyces en cultivos iniciadores mixtos
junto con Saccharomyces cerevisiae, que, no so6lo son capaces de llevar a cabo la
fermentacion alcoholica, sino que también contribuyen a enriquecer el vino en
compuestos tanto arométicos como polifendlicos (Liu et al., 2016).

Algunos investigadores sugieren que la fermentacién secuencial de levaduras no-
Saccharomyces junto con Saccharomyces cerevisiae, es la mejor estrategia de
vinificacion. Esto es asi porque el comportamiento cinético se asemeja mucho a la
fermentacion espontanea, en la cual son siempre las cepas no-Saccharomyces las que
comienzan la fermentacion y aportan al vino caracteristicas aroméaticas especificas.
Ademas, esta fermentacién secuencial favorece la desaparicion de las cepas débiles, y
permite retrasar la inoculacion de S.cerevisiae para que los rasgos que confieren las no-
Saccharomyces puedan ser desarrollados (Lu et al., 2015).

1.2.2. Levaduras Saccharomyces.

Las levaduras Saccharomyces, en concreto las S.cerevisiae, son las que terminan la
fermentacion alcohdlica, y por tanto son las mas utilizadas en la vinificacion. Son
levaduras que toleran altas concentraciones de etanol y ademas toleran las altas
temperaturas de manera mucho mas pronunciada que otras levaduras. En condiciones



de fermentacidn anaerobia, se genera gran cantidad de energia que se pierde en forma
de calor (Bisson y Kunkee, 1991).

La especie S.cerevisae es producto de la domesticacién (Gongcalves et al., 2011). Es
una especie muy favorable para la elaboracién del vino ya que metaboliza glucosa y
fructosa en condiciones tanto aerobias como anaerobias (Gonzalez et al., 2007).
Ademads, tiene una capacidad idonea de crecimiento en mostos de uva con bajo
contenido en sustancias nitrogenadas (Tiago et al., 2012). Actualmente, diversas
situaciones conducen a la busqueda de otras cepas de levaduras fermentativas, como
la elaboracién de vinos con menor grado alcohdlico, con mayor acidez o con mayor
produccion aromatica. Estas cepas no convencionales incluyen las no-Saccharomyces
(Ciani et al., 2016).

1.2.3. Levaduras no-Saccharomyces.

Las levaduras no-Saccharomyces se encuentran en el vifiedo y en las propias uvas,
y de forma espontanea realizan la primera fase de la fermentacion alcohdlica, pudiendo
tener efectos beneficiosos en la calidad, pero también provocar algunos efectos
indeseados. Las levaduras Saccharomyces, que también se encuentran de forma
natural en el vinedo y por tanto en la uva, se imponen en un corto periodo de tiempo
sobre las no-Saccharomyces y son las que terminan la fermentacion alcohdlica.

Tradicionalmente, las practicas de inoculacién buscaban limitar las levaduras no-
Saccharomyces porgue se creia que eran propensas a elevar la cantidad de
compuestos no deseables, como el acido acético, acetaldehido, acetona y acetato de
etilo (Comitini et al., 2011). Posteriormente se ha demostrado que las levaduras no-
Saccharomyces poseen actividades enzimaticas que catalizan la formacién de
compuestos aromaticos volatiles a partir de precursores no volatiles (Hernandez-Orte et
al., 2008). Ademas, las cepas de no-Saccharomyces tienen capacidad de producir
compuestos aromaticos no asociados a la fermentacion, tales como los monoterpenos
(Garcia et al., 2002). También se han encontrado levaduras no-Saccharomyces
capaces de reducir los niveles de etanol en los vinos (Heux et al.,2006).

En general, las levaduras no-Saccharomyces son levaduras oxidativas y apiculadas,
poco tolerantes al etanol, que van desapareciendo a medida que se produce este en la
fermentacion alcohdlica y, posteriormente, son reemplazadas por las S.cerevisiae,
mucho mas resistentes al etanol. Durante la fermentacion, las cepas de levadura no-
Saccharomyces pueden ser mas 0 menos resistentes, en funcion de diversos factores,
tanto fisicoquimicos como microbiologicos.

En lo referente a factores fisicoquimicos, la temperatura de fermentacion y la
concentracion de oxigeno son de los mas determinantes. Cabe destacar que a menor
temperatura hay mayor resistencia a etanol y, por tanto, mayor permanencia de las
levaduras no-Saccharomyces. Hay que resaltar también que, cuanto menor sea la
concentracion de oxigeno, la permanencia es menor. En cuanto a los factores
microbioldgicos, la permanencia o supervivencia de las levaduras no-Saccharomyces
depende de la cantidad de células viables de S.cerevisae presentes en el medio
fermentativo, que pueden provocar una interaccion célula-célula, hecho que provoca la
inhibicion de las levaduras no-Saccharomyces.



1.3. Los compuestos polifendlicos.

Los compuestos fendlicos del vino son metabolitos secundarios con estructuras
guimicas muy diversas, pero tienen en comun uno o varios grupos fenol. La presencia
de estos compuestos en la uva y, en consiguiente en el vino, depende de diversos
factores como son el clima y el suelo, y ademéas dependen de la variedad y de la
madurez de la uva.

Los compuestos fendlicos son responsables de una parte importante de las
caracteristicas sensoriales de los vinos, tales como color, sabor, estructura, cuerpo,
astringencia y longevidad. Estos compuestos presentes en la uva pasan al vino en
mayor o menor grado en funcion de las técnicas de vinificacion empleadas,
extrayéndose durante el proceso de maceraciéon de hollejos y pepitas con el mosto, y
dando lugar a reacciones entre si y con otros compuestos de la uva y del vino, que
modifican de forma apreciable su composicion y propiedades, y que tienen gran
repercusion sobre la calidad final del vino.

Los compuestos polifendlicos los podemos clasificar como:

- No flavonoides: acidos fendlicos, estilbenos.
- Flavonoides: flavonoles, flavanoles y antocianos.

La distribucion de los polifenoles no es uniforme en la uva. Sobre un 60 % de los
polifenoles de la uva se concentran en las pepitas, un 30 % en la piel y menos de un 10
% en raspén y pulpa. De todos los polifenoles presentes en las uvas, los antocianos y
los taninos (flavanoles también llamados proantocianidinas), son los mas abundantes.

Los antocianos se extraen generalmente del hollejo de las uvas durante la
maceraciéon y fermentacién, son los responsables del color de los vinos y ademas tienen
una relevancia muy importante en las reacciones de polimerizacion de los vinos durante
su envejecimiento. En vinos con envejecimiento se ha demostrado que se modifica
considerablemente el perfil de antocianos ya que después de unos afios en crianza en
barrica o botella muchas estructuras se modifican y aparecen otras nuevas (Hermosin
y Gutierrez et al.,2004).

Los taninos son compuestos que pueden encontrarse hidrolizados (los procedentes
de la madera en los vinos de crianza en madera) y condensados. Los taninos
condensados o proantocianidinas proceden de la uva, tanto de hollejos como de pepitas,
y son resultantes de la polimerizacibn de compuestos flavanoles simples, como
catequinas y epicatequina. Confieren estructura, astringencia y estabilidad a los vinos.

1.3.1. Las interacciones entre los compuestos fendlicos.

En la elaboracion y conservacion de los vinos tienen lugar reacciones e interacciones
entre los compuestos fendlicos del vino, que ocasionaran cambios estructurales que
afectan al color e influyen en las caracteristicas organolépticas.

1.3.1.1. Condensacién entre compuestos polifendlicos.

Son debidas a que tanto antocianos como taninos pueden actuar como agentes
electrofilicos (presentan deficiencia de electrones) y tienden a unirse con moléculas
nucleofilicas (con exceso de electrones). Los antocianos pueden encontrarse libres y



combinados en el vino, fundamentalmente en combinacién con los taninos mediante las
llamadas reacciones de condensacion.

a. Condensacion antociano-tanino.

En su forma catidnica, los antocianos reaccionan con las posiciones negativas de
los taninos (C6-C8). Esta relacién provoca un flaveno incoloro que, en presencia de
oxigeno, se puede colorear de rojo. Este compuesto formado es resistente a la
decoloracion por SO..

b. Condensacion tanino-antociano.

Las proantocianidinas, o taninos condensados, en medio acido como lo es el vino,
se hidrolizan formando un carbocation. Este reacciona con los antocianos dando
lugar a un complejo incoloro que, después de su deshidratacion, se queda rojo
anaranjado. Este procedimiento se ve favorecido en ausencia de oxigeno y con
temperatura relativamente alta. Ademas, depende de la concentracién de
antocianos y el propio color que se forma varia en funcion del carbocation y del grado
de polimerizacion. El compuesto formado es vulnerable a la decoloracién por SO, y
la hidratacion.

1.3.1.2. Polimerizacién mediante unién con acetaldehido.

Los compuestos fendlicos como los antocianos y taninos también pueden unirse
mediante la reaccion de polimerizacion, en la que interviene el acetaldehido. La
estabilidad del producto de esta reaccion es consecuencia del grado de polimerizacion
anterior de las moléculas de antocianos y taninos.

El acetaldehido actla como puente de condensacion (puente de etilo) y crea
diferentes conjuntos dependiendo de qué tipo de moléculas se unan. Los productos
enlazados que se crean son:entre taninos (Tan-etil-Tan), uniendo antocianos entre si
(Anto-etil-Anto) y entre ambos (Tan-etil-Anto).

Los pigmentos Anto-etil-Anto y Tan-etil-Anto tienen un color purpura y son mas
resistentes a la decoloracion por SO y a la hidratacion, que los antocianos libres.

Cabe destacar que la mejor reaccién de polimerizacion entre los propios antocianos
es la Anto-etil-AOH (forma hemiacetalica) (Atanasova et al., 2002). Esto demuestra que
en la condensacion de antocianos mediante puentes de etilo no s6lo se produce un
cambio de rojo a purpura, sino que también se produce un aumento en la intensidad del
color.

1.4. Efecto de las levaduras sobre los compuestos fendlicos.

Las cepas de levadura que lleva a cabo la fermentacién van a tener un efecto
importante sobre los polifenoles, modificando el contenido polifendlico, asi como el
estado y estabilidad de los compuestos polifendlicos en el vino (Morata et al., 2005;
Bautista-Ortin et al., 2007; Caboulet et al., 2012).

Hay que tener en cuenta que las membranas de las levaduras estdn cargadas
positivamente y los polifenoles tienen carga negativa. En consecuencia, por atraccion
electrostatica los ponifenoles son adsorbidos por las membranas celulares de las
levaduras, y esta capacidad de absorcién es distinta en funcion de la naturaleza de la
levadura, ya que éstas presentan distintas cargas. Esto reduce la cantidad de



antocianos disponibles y da lugar a una menor intensidad colorante (Morata et al., 2005).
Esta capacidad de adsorcion de antocianos por parte de la levadura varia en funciéon de
multiples factores como la disponibilidad de nutrientes en el medio (biotina, piridoxina,
tiamina, etc.) y la especie y cepa de levadura utilizada.

Chen et al. (2018) pusieron de manifiesto que diferentes cepas de S. cerevisiae
reducian el contenido de flavonoles, taninos totales, y taninos responsables de la
astringencia en vinos, influyendo el estado quimico de antocianos y taninos en la
reactividad de estos compuestos con las membranas de las levaduras, ocasionando
mayor pérdida de compuestos cuanto mayor reactividad tengan, mientras que esta
reactividad disminuye con la polimerizacion.

La actividad B-glucosidasica de las levaduras puede actuar hidrolizando el enlace
glucosidicoentre la antocianina y el azucar correspondiente, dejando libre Ila
antocianidina en forma aglicona y aumentando su desproteccion ante la oxidacion
(Hernandez et al.,, 2003). En cambio, las levaduras también contribuyen a la
estabilizaciébn de la materia colorante en el proceso de fermentacion, debido a su
capacidad de sintetizar compuestos carbonilo tales como acetaldehido y acido pirtvico,
y estos compuestos pueden actuar como precursores de la formacion de
piranoantocianos, moléculas mas estables en el tiempo y no decolorables por el SO», y
gue favorecen la condensacion entre antocianos y taninos (Dournel et al., 1985;
Bautista-Ortin et al., 2007; Caboulet et al., 2012). La cantidad de precursores formados
varia en funcion de la cepa de Saccharomyces que lleva a cabo la fermentacién (Morata
et al., 2016).

Las levaduras fermentativas también pueden modificar la reactividad de los taninos
del vino, ocasionando una disminucién de su astringencia. Por una parte, las levaduras
liberan polisacéaridos de su pared celular durante la fermentacién y la crianza sobre lias,
debido a procesos de autolisis de las levaduras muertas, y esta capacidad de liberacion
de polisacéridos varia en funcién de la naturaleza de la cepa (Del Barrio-Galan et al.,
2012,; Gonzalez-Royo et al., 2013).Estos polisacéridos reaccionan con los taninos
astringentes polimerizandolos y dificultando la uniéon de éstos a las glicoproteinas
salivales, y por tanto disminuyendo la sensacion de astringencia (Vidal et al., 2003),
favoreciendo ademas el crecimiento de bacterias lacticas, que a su vez van a producir
mas polisacéridos en su proceso de autolisis.

Todo ello pone de manifiesto la gran repercusién gque tiene la cepa de levadura sobre
la composicion polifendlica de los vinos y sobre sus caracteristicas organolépticas, de
tal forma que no solo es posible modificar la calidad de los vinos en funcién de las cepas
de levaduras que lleva a cabo la fermentacion, sino también utilizar las distintas cepas
de levaduras segun el tipo de vino que se quiera elaborar; asi, siqueremos un vino joven
pueden interesarnos levaduras que liberen rapidamente polisacaridos, mientras que en
vinos destinados a crianza podria ser mas interesante utilizar levaduras que se autolisen
mas lentamente, para obtener los polisacaridos durante la época de crianza (Gonzélez
et al., 2013).



1.5. Seleccidén de levaduras autéctonas.

Las especies microbianas que se encuentran en el mosto va a depender de las que
se encuentran en la uva, que se pueden modificar en funcion de la climatologia, estado
fitosanitario y estado de maduracién de la uva, asi como de la flora presente en la
bodega, que a su vez esta influencia por las practicas de higienizacién realizadas, y la
tecnologia de la elaboracién, especialmente la utilizacion de levaduras comerciales en
la fermentacion, que inhiben la actuacion de las levaduras autdctonas de la uva
(Chambers y Pretorius, 2010).

Las fermentaciones espontaneas con las levaduras que lleva la uva son cada vez
menos frecuentes en la elaboracién de vinos, debido a la gran diversidad de especies
que pueden estar presentes, muchas de ellas negativas para la calidad del vino. En
cambio, estas levaduras son diferentes en cada vifiedo y eso contribuye a la tipicidad y
originalidad del vino. Las levaduras comerciales, en cambio, aseguran una buena
cinética fermentativa y la produccién de compuestos beneficiosos para la calidad del
vino, pues con ese criterio han sido seleccionadas, pero aportan homogeneidad a los
vinos (Alvarez-Pérez et al., 2012).

Tras afios de hegemonia de las levaduras comerciales, debido a que consiguen una
fermentacion controlada y wunas caracteristicas organolépticas determinadas,
actualmente se observa una tendencia a elaborar con las levaduras autéctonas de cada
zona vitivinicola o variedad de uva, con la finalidad de elaborar vinos con las
caracteristicas diferenciales que le aportan las diferentes cepas presentes en los
vifiedos, y evitar que los vinos sean muy semejantes organolépticamente. Para evitar
los riesgos que conllevaria una fermentaciébn espontanea, que no permitiria la
reproducibilidad y trazabilidad del proceso de fermentacion y podria tener una
repercusion negativa sobre la calidad de los vinos, las bodegas recurren a la seleccién
de sus propias levaduras, tanto Saccharomyces como en cultivos iniciadores mixtos
compuestos de no-Saccharomyces y Saccharomyces.

En el proceso de seleccién de levaduras autdctonas se debe tener en cuenta que las
levaduras seleccionadas se adapten a las caracteristicas del mosto, tengan un
adecuado poder fermentativo, y den lugar a compuestos favorables a la calidad
sensorial y a la tipicidad de los vinos. Esta seleccion implica el aislamiento de un gran
numero de levaduras directamente de las uvas de un determinado vifiedo o variedad de
uva, y un proceso de caracterizacion enolégica que asegure un buen comportamiento
tecnolégico y enoldgico de las levaduras seleccionadas (Gutiérrez et al., 1995; Fleet,
2008). Es necesario también que el aislamiento de levaduras autdctonas se realice
durante al menos dos afios, ya que la climatologia y las condiciones del cultivo pueden
modificar la microbiota de las levaduras, apareciendo distintas cepas en distintas
cosechas. Una cepa que ha sido seleccionada por sus cualidades durante dos o0 mas
afios sera una cepa resistente que se adapta bien a las condiciones climatologicas de
la zona (Torija, 2002).



2. Justificacion del trabajo y Objetivos.

En un mercado cada vez mas diverso, se busca la obtencion de vinos complejos y
mas atractivos desde el punto de vista organoléptico. En la elaboracion de estos vinos
juegan un papel muy importante la cepa o cepas de levaduras que lleven a cabo la
fermentacion, ya que éstas no solo son responsables de los aromas sintetizados durante
la fermentacion alcohdlica, sino que la actividad enzimatica de las levaduras también es
responsable de la rotura por hidrélisis de los precursores aromaticos presentes en las
uvas y por tanto de la liberacion de estos aromas al mosto. Pero ademas, la cepa o
cepas de levadura que lleva a cabo la fermentacion tienen un efecto muy importante
sobre el contenido y la composicién polifendlica de los vinos, ya que no solo pueden
ocasionar pérdidas de polifenoles por absorcion sobre sus membranas celulares, sino
gue pueden modificar el estado y estabilidad de los compuestos polifendlicos presentes
en la uva.

Por ello, cuando se aborda la seleccién de las levaduras mas adecuadas para
elaborar un vino tinto de calidad, resulta imprescindible estudiar el comportamiento de
las distintas cepas de levadura fermentativas sobre la composicién polifenélica de los
vinos, asi como establecer su efecto sobre las caracteristicas organolépticas finales de
los vinos, que es lo que va a apreciar el consumidor.

En el presente estudio se va a estudiar y evaluar el potencial de las levaduras no-
Saccharomyces aisladas de las uvas de Merlot y Cabernet Sauvignon de la bodega
Chozas Carrascal, para ser incluidos en cultivos inicadores mixtos junto a la levadura
Saccharomyces previamente seleccionada. Esta accidn no se realiza sélo con la
intencion de que se lleve a cabo la fermentacién alcohdlica, sino que también se
pretende un cambio en las caracteristicas diferenciales de los vinos, buscando una
mayor calidad vy tipicidad.

Los objetivos parciales a alcanzar se especifican en los siguientes puntos:

Objetivo 1: estudiar el comportamiento tecnoldgico de las cepas de levaduras no-
Saccharomyces aisladas de las uvas de Merlot y Cabernet Sauvignon de la bodega
Chozas Carrascal, asi como la composicion polifenélica de los vinos después de la
fermentacion y las caracteristicas organolépticas que aportan estas levaduras, para
poder seleccionar aquellas que proporcionen a los vinos el mejor perfil polifendlico y las
mejores caracteristicas organolépticas.

Objetivo 2: disefiar cultivos iniciadores mixtos empleando las levaduras no-
Saccharomyces mas favorables para la calidad de los vinos, junto con la levadura S.
Cerevisiae previamente seleccionada de las uvas de la Bodega Chozas Carrascal.



3. Materiales y métodos.

3.1. Materiales.

Las cepas de levadura no-Saccharomyces fueron aisladas en la Universidad de
Valencia, a partir de mostos de las variedades de uva Merlot y Cabernet Sauvignon, de
la Bodega Chozas Carrascal.

La cepa Saccharomyces cerevisiae 22H fue aislada en la Universidad de Valencia, a
partir de mostos de las variedades de uva Merlot y Cabernet Sauvignon, de la Bodega
Chozas Carrascal, y seleccionada por sus caracteristicas tecnoldgicas y organolépticas
en el Instituto de Ingenieria de Alimentos para el Desarrollo de la Universidad Politécnica
de Valencia.

Las uvas de las variedades Merlot y Cabernet Sauvignon proceden de la Bodega
Chozas Carrascal, situada en la poblacién de San Antonio de Requena, a medio camino
entre las poblaciones de Requena y Utiel. La bodega fue fundada en el afio 1990 por la
familia Lépez-Peidro, realizadndose la primera vinificacion en 2003, la obtencion de la
certificacion de Vifiedo Ecoldgico en 2010, y la Denominacion Vino de Pago en 2015.

Las uvas, una vez recolectadas manualmente en cajas de 10 kg, fueron despalilladas
y congeladas en el Instituto de Ingenieria de Alimentos para el Desarrollo. Un dia antes
de comenzar la elaboracién de los vinos, se sacaron de las camaras para su
descongelacion y procesado.

3.2. Plan experimental.

3.2.1. Proceso de elaboracion.

Las uvas despalilladas, una vez descongelas, se separaron en distintos lotes. El
despalillado manual fue realizado antes de la congelacion, para que los taninos
presentes en el raspon de las uvas no interfiriesen en el contenido polifenélico de los
vinos y no aporten compuestos herbaceos.

El diagrama del proceso de elaboracion de los vinos se recoge en la figura 1. El
procesado comenz6 con el pesado de las uvas en lotes de 1,4 Kg, seguido de un
estrujado y encubado en botes y posterior sulfitado a razén de 50 mg/Kg de anhidrido
sulfuroso, y de 200 mg/Kg de dimetildicarbonato, con la finalidad de reducir al maximo
la carga microbiana del mosto

El DMDC es un aditivo que se utiliza en vinos como germicida, sobre todo en las
primeras horas de recoleccion de la uva y descarga, ya que actla sobre las propias
bacterias y levaduras de la uva, pero tiene un tiempo de degradacién corto, de unas 4
horas. Esta autorizado desde 2006. La adicién de DMDC se realizé entre 1 y 2 horas
antes de la inoculacion de las levaduras.

Durante la fermentacion alcoholica del vino, se realizaban bazuqueos diarios en
todos los tarros con microvinificaciones. Este bazuqueo tiene como objetivo principal la
extraccion de polifenoles, ademés de favorecer la distribucion uniforme de levaduras,
evitar la acetificacion del sombrero, facilitar el desprendimiento de carbdnico y provocar
una considerable aireacion del mosto.



La temperatura a la que se realiz6 la fermentacion alcohdlica fue relativamente baja,
25-26°C, hasta llegar a su fin a los 10 dias con una bajaba a los 23°C al final de la
fermentacion. Una vez concluida esta, se sembraron bacterias lacticas, necesitando los
vinos entre 15 y 20 dias para concluir la fermentacion malolactica. El seguimiento de
esta fermentacion se realizé mediante cromatografia de papel, y una vez concluida se
trasegaron los vinos y sulfitaron a razén de 30 mg/L de sulfuroso libre, y se embotellaron
y se dejaron reposar entre 3 semanas y 1 mes en botella. Posteriormente se realizaron
los analisis de compuestos convencionales y polifendlicos.
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Figura 1. Diagrama del proceso de elaboracion.
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3.2.2. Disefio experimental.

En las Tablas 1 y 2 figuran las cepas de levaduras no-Saccharomyces previamente
aisladas utilizadas en las microvinificaciones, con la especie a la que pertenecen. Todas
ellas fueron aisladas a partir de la flora propia de cada variedad de uva del Pago Chozas
Carrascal. Aunque el nimero de cepas presentes en las uvas fue superior, tras una
primera seleccibn mediante pruebas biol6gicas se decidié vinificar con las cepas
referidas a continuacion, comprobandose previamente que eran diferentes por el
método de ADN mitocondrial.

Se realizaron 16 microvinificaciones (1 de ellas testigo) por triplicado para la variedad
Merlot, y 10 microvinificaciones (1 de ellas testigo) por triplicado, para la variedad
Cabernet Sauvignon. En total se realizaron 78 microvinificaciones en tarros de vidrio,
con 1,4 kg de pasta despalillada.

Tabla 1.-Cddigo y especie las levaduras utilizas en la vinificacion de la variedad

Merlot.
Cepa Identificacion por secuenciacion (especie)

1g Hanseniaspora opuntiae/uvarum

15c¢ Hanseniaspora uvarum

15d Hanseniaspora uvarum

15e Hanseniaspora uvarum

15f Hanseniaspora opuntiae/quilliermondii
15h Hanseniaspora uvarum

15i Hanseniaspora uvarum

40 Hanseniaspora uvarum

42b Hanseniaspora opuntiae

42c Hanseniaspora uvarum/opuntiae/meyeri
42d Hanseniaspora uvarum

42e Hanseniaspora opuntiae

42f Hanseniaspora opuntiae

42k Hanseniaspora uvarum

42| Hanseniaspora uvarum

Tabla 2.-Codigo y especie las levaduras utilizas en la vinificacion de la variedad
Cabernet Sauvignon.

Cepa Secuenciacion (especie)
25b Hanseniaspora uvarum
26d Torulaspora delbrueckii
30a Hanseniaspora valbyensis
52 Hanseniaspora uvarum
54 Starmerella bacillaris
55 Saccharomyces cerevisiae
58a Torulaspora delbrueckii
58c Lachancea thermotolerans
58e Torulaspora delbrueckii

Al cabo de 3 dias de inoculadas las cepas no-Sacharomyces, se inocul6 S. cerevisiae
cepa 22H, que habia sido aislada y seleccionada de las uvas de Merlot y Cabernet
Sauvignon. Esta Saccharomyces es la mas abundante en las uvas de la bodega y es la
gue habia dado lugar, en la seleccibn de cepas Saccharomyces realizada el afio
anterior, a los vinos con mejor concentraciébn polifendlica y mas valorados
organolépticamente.
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3.3. Métodos analiticos.

3.3.1. Pardmetros convencionales.

La determinacién de los pardmetros convencionales en mostos y vinos se ha
realizado siguiendo los métodos que se recogen en al Reglamento Oficial de la Unién
Europea (2676/1990):

1.

2.
3.

Mediante un refractometro se realiza la determinacion de los sdlidos
solubles totales (° Brix).

El valor de pH se determiné mediante un pH-metroCrison 507.

La Acidez Total (g/L de Acido tartarico) es la suma de todos los acidos
cuando se lleva el vino a pH 7,0. La medicidon se realiza mediante una
reaccién acido-base realiza valorando los acidos presentes con hidroxido
sédico 0,1 N, hasta pH 7.0, con el PH-metro Crisén 507.

La acidez volétil es el conjunto de &cidos de la serie acética presentes en el
vino. El que se presenta con mayor porcentaje es el acido acético. Se valora
por el método oficial de arraste-destilacion y posterior valoracion con
hidréxido sédico 0,25 N, hasta pH 7.0.

El grado alcohdlico de los vinos se determina por destilacion siguiendo el
método oficial.

Los azUcares reductores se determinan al final de la fermentacion para
comprobar que esta terminada. Por legislacién, un vino seco debe contener
5g/L o menos de azucar, considerandose como optimo entre 2y 3,5 g/L. El
método utilizado fue el Método Fehling.

3.2.2. Pardmetros relacionados con el color.

El color del vino tinto depende de la concentracion de antocianos libres, de las
combinaciones tanino-antociano, de los taninos y también por otros parametros como
pH, temperatura, SO libre y aireaciones.

3.3.2.1. Intensidad Colorante y matiz (Glories, 1978)

Los parametros que generalmente definen el color son la intensidad colorante (IC) y
el matiz o tonalidad, que indica la importancia del color amarillo frente al rojo.

Estos, se determinan mediante la medida de la absorbancia a 420,520 y 620 nm en
cubeta de 1 mm frente a un blanco de agua destilada. Se multiplica por 10 por utilizarse
esta misma cubeta.

Las formulas para el célculo de los parametros son:

IC = As20 + Aso + As20
Matiz o Tonalidad (T) = (A420 / A520) X 100

3.3.2.2. Concentracion de antocianos totales. (Blouin, 1992)

Para esta determinacion, se toman 0,2 mL de muestra de vino, previamente
centrifugada y se le afiaden 3,8 mL de HCI 1 M. Se agita y se deja reposar durante 3
horas. Siempre deben realizarse las medidas de la absorbancia antes de las 24 horas.
Estas medidas son a 280,320 y 520 nm con ambas lamparas (deuterio y halégeno) y
con una cubeta de 10 mm. El blanco es de HCI 1 M.

Se calcula utilizando la siguiente férmula:

Antocianos (mg/L) = Asz x 20 x 20(dilucion 1/20)
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3.3.2.3. Antocianos no decolorables por el sulfuroso (Ribéreau-
Gayon, 1979)

Los antocianos libres son decolorables por el sulfuroso y por tanto varian su color en
funcién del pH. Esta reaccién sucede también con una parte de los combinados, aunque
hay una fraccion que no se decolora. Esta fraccion es la que se determina en este
método (ya que la determinacion de antocianos por variacion de pH es muy sensible a
la presencia de sulfuroso libre) y representa una estimacién de la cantidad total de
antocianos.

En el método, se prepara una solucion inicial o mezcla con vino, etanol y HCL.
Posteriormente, se preparan dos tubos de ensayo, los cuales uno se afiade 2,5 mL de
mezclay 1 mL de agua (tubo di) y en el otro 2,5 mL de mezcla y 1 mL de bisulfito de
sodio al 15 % (tubo dy). Se lee la absorbancia de ambos a 520 nm en una cubeta de 10
mm de vidrio o cuarzo.

La cantidad de antocianos se calcula con la siguiente formula:
Antocianos (mg/L) = 875 x (d1 — dy)

siendo 875 el coeficiente de extincion molar de la malvidina corregido para dar en mg/L.

3.3.2.4. Antocianos copigmentados, polimerizados y libres (Boulton,
2001).

Para determinar el porcentaje de antocianos copigmentados, libres y polimerizados,
se ajustan las muestras a pH 3,60 y se filtran a través de una membrana de 0,45 um de
tamafio de poro. De esta forma no existen condiciones particulares para cada muestra
y se obtiene una base racional para comparar los componentes del color. Se afiaden 20
uL de una solucién de acetaldehido al 10% a 2 mL de muestra. Después de 45 minutos
se mide su absorbancia a 520 nm (A**®'). Por otra parte, se ponen 100 uL de muestra
en 1900 uL de solucion tampon y después de algunos minutos se mide su absorbancia
a 520 nm (A%). Por Ultimo, se afiaden 160 uL de SO, a 2 mL de la muestra y se mide
su absorbancia a 520 nm (AS9?). Los resultados se expresan en porcentaje, y se calculan
segun las formulas descritas en el método.

3.3.3. Parametros relacionados con la concentracion de polifenoles.

3.3.3.1. indice de Polifenoles Totales (IPT) y CFT (Glories, 1978).

EI'IPT proporciona el valor total de los compuestos polifendlicos en el vino por medida
de la absorbancia a la longitud de onda que escinde el fenol.

Para ello, se diluye el vino en una proporcién 1/50 y se mide la absorbancia a una
longitud de onda de 280 nm con una cubeta de cuarzo frente a agua destilada. Esta
longitud de onda es en la cual el ntcleo bencénico tiene su maxima.

Por tanto, se expresa asi: [IPT = Azgo X 50 (dilucion)

Se pueden expresar en forma de concentracion multiplicando el valor de IPT por 0,08
0 80 que es el factor de correccion para el &cido gélico. Para los compuestos fendlicos
totales (CFT) corresponde la siguiente formula:

CFT (g/L) = 0,08* Axs0*100

3.3.3.2. Taninos condensados totales (Ribéreau-Gayon, 1979).

En vinos que no han pasado por madera los taninos existentes son condensados y
son resultantes de la polimerizacién de compuestos fendlicos como catequinas y las
proantocianidinas. Las proantocianidinas son capaces de ser tranformadas
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parcialmente en antocianidinas rojas por calentamiento en medio &cido, cosa que
provoca rupturas en algunas uniones y formaciones de carbocationes que se
transforman en parte en cianidina y catequinas (reaccion de Bete-Smith). Este método
consiste en evaluar esta reaccion para la deteccion de los taninos.

El vino previamente centrifugado, de diluye en proporcién 1/50 y se coloca 1 mL de
dilucién en dos tubos. Se afladen a cada uno de ellos 0,5 mL de agua destilada'y 3 mL
de HCL 12N para producir este medio 4cido. Uno de ellos se mete en un bafio maria a
100°C durante 30 minutos y se tapa con papel de aluminio (Tubo A;) y el otro se deja a
temperatura ambiente (Az).

Se lee las absorbancias a 550 nm en cubetas de 10 mm, habiendo afiadido
previamente 0,5 mL de etanol al 96% Yy utilizando agua destilada como blanco.

Por tanto, el calculo de la concentracion seria:
Taninos condensados totales (g/L) = (A1 — A2) X 19,33

siendo 19,33 el coeficiente de extincion molar de la cianidina obtenida por hidrélisis
acida de los taninos condensados.

3.3.3.3. Concentracién de catequinas (Pompei y Peri, 1971).

Las catequinas son compuestos fenélicos presentes en el vino y que, junto a otros
polimeros forman el grupo de los taninos. Su polimerizacion da lugar a proantocianidinas
o taninos condensados. Su determinacién se fundamenta en el estudio de la capacidad
de condensacioén de las catequinas con compuestos carbonilicos en medio acido. Este
medio acido lo produce la reacciéon con HCL al 35 %. El reactivo que se utiliza es la
vainillina 1% en metanol por su elevada estabilidad a la acidez.

Se realizan dos tubos de ensayo diferentes, uno con vainillina (A) y otro sin ella (B) y
se leen absorbancias a 500 nm.

Acatequinas = Atuso A — ATuBo B
La relaciéon catequinas/taninos se obtiene dividiendo ambas absorbancias. A mayor
polimerizacion, menores valores.

3.3.4. Parametros relacionados con la calidad de los taninos.

3.3.4.1. indice de Etanol (Glories, 1984).

Es posible determinar el porcentaje de taninos combinado con polisacaridos, péctidos
y proteinas aumentando el grado alcoholico del vino con etanol al 96%.

Este procedimiento consiste en adicionar 4,5 mL de etanol al 96% a 0,5 mL de vino
previamente centrifugado y dejar reposar durante 24 horas para que precipite.
Posteriormente, se centrifuga y se toma el sobrenadante diluyéndolo con agua destilada
en proporcién 1/10. La dilucion total del vino sera 1/100 Se mide la absorbancia a 280
nm en cubeta de 10 mm. Estos valores seran A..

Por otra parte, el valor de A; sera el del IPT, ya que es la misma medida, pero la
dilucion se ha hecho totalmente con agua destilada.

Asi pues, el indice de etanol se calculara como:
indice Etanol (%) = ((A1- A2) /A1) x 100

Cuanto mayor sea este indice, mayor es la polimerizaciéon de los polifenoles con
sales, péptidos y polisacéaridos.
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3.3.4.2. indice DMACH (Vivas, 1994).

El proceso se basa en la estimacion del grado de polimerizacion de los taninos de la
uva y del vino, utilizando el aldehido p-dimetilaminoacimaldehido (DMACH).

El método consiste en diluir 1/20 el vino centrifugado con metanol. Se introduce 0,5
mL de diluido con 2,5 mL de reactivo DMACH y se lee la absorbancia de la mezcla a
640 nm con un blanco de metanol. Esta medida sera Dm. A su vez, se realiza un testigo,
gue sera Dt, con una mezcla de 0,5 mL de diluido con 2,5 mL de metanol y se lee la
absorbancia con los mismos parametros. Por tanto:

ApwmacH = Dm — Dt
indice DMACH = (Apwmact / [Taninos]) x 100

3.3.4.3. indice de PVPP (Blouin, 1977).

El indice de Polivinilpirrolidona (PVPP) indica el porcentaje de antocianos
combinados con los taninos. La mayor concentracion de combinaciones justifica una
mayor contribucién de los antocianos al color (presentan un rojo mas intenso) y sobre
todo la estabilidad del color, evitando la oxidaciéon de antocianos.

El método sigue la siguiente férmula:
[.PVPP (%)= [(DOo — DO01) / DOg] *100
Siendo:

- DOQqg: valor igual a la determinacién de IPT.

- DO cantidad de polifenoles no fijjados por PVPP.

- DO, — DO;:: cantidad de antocianos combinados con los taninos en la disolucion.
Corresponden a los polifenoles fijados por PVPP.

3.3.4.4. indice de Gelatina (Glories, 1978).

El indice de Gelantina valora el porcentaje de taninos capaces de reaccionar con las
proteinas, es decir, los taninos astringentes. A mayor astringencia, mayor valor del
Indice. Se prepara una solucioén de gelatina. En un tubo de ensayo se mezclan 5 mL de
vinoy 1 mL de la solucién de gelatina y se dejan en nevera 3 dias. Una vez pasado este
tiempo se centrifuga el contenido y se separa el sobrenadante. Se determinan los
taninos en el sobrenadante, que seran los que no han precipitado y, por tanto, los NO
ASTRINGENTES.

Tan. cond. NO ASTRINGENTES (g/L) = (A1-Ay) * 19,33

- As: tubo que se tapa y se protege de la luz con papel de aluminio. Después se
mete 30 minutos se lleva a bafio maria a 100 °C y se enfria rapidamente.
- Ay tubo que se deja a temperatura ambiente.

A ambos tubos se les afiade 0,5 mL de etanol absoluto (96%) y se lee absorbancia a
550 nm.

Para conocer los TANINOS ASTRINGENTES utilizamos el valor de los taninos
condensados totales, que seréa el valor multiplicado por 0,833 ya que en el Indice de
Gelatina se hace la dilucion 5/6 que no se hace para los taninos condensados totales.
Asi pues:

ind'ce de Gelatlna (%) = 100* (Ttot * 0,833 - T no astringemes) / T '[Ot * 0,833

gue corresponde al porcentaje de los taninos condensados que ha precipitado la
gelantina y que son los que producen astringencia.
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3.3. Andlisis sensorial de los vinos.

Los vinos fermentados con las distintas cepas de levaduras no-Saccharomyces
juntamente con la cepa Saccharomyces 22H, fueron catados por un panel de ocho
catadores expertos, en una sala de catas estandarizada. Las catas se realizaron
independientemente para los distintos vinos varietales, realizandose inicialmente una
cata triangular para las tres repeticiones de cada vino, procediéndose a su mezclado
cuando no se observaban diferencias entre ellos. La cata descriptiva y cuantitativa se
realizd6 en una sesion con los 16 vinos de Merlot y otra para los 10 de Cabernet,
utilizando como referencia los vinos elaborado exclusivamente con la cepa S. cerevisiae
22H.

La ficha de cata contempla la valoracion cuantitativa de una serie de parametros
sensoriales, que se clasificaran con una puntuacion de 0 a 10, tales como matiz e
intensidad de color, intensidad y calidad del aroma, aroma a frutas rojas, negras, regaliz,
vegetal, floral y especiado, intensidad y calidad del gusto, dulzor, viscosidad, amargor,
astringencia, estructura, persistencia aromatica y calidad global.

3.3 Tratamiento estadistico.

Los tratamientos estadisticos han consistido en la realizacion de analisis de la
varianza (ANOVA simple), que engloba una serie de métodos estadisticos para
contrastar diferencias entre las medias de varios grupos de datos. El proposito era
establecer, mediante un contraste de hip6tesis y con un nivel de confianza alto (95 %),
si el efecto de la cepa de levadura es significativo o no para los grupos de datos
estudiados, es decir, si la aportacion relativa de cada una de ellas a la variacion total es
significativa o no. Para ello se estudi6 parametro a pardmetro la existencia o no de
diferencias significativas, en funciéon de las cepas de levaduras utilizadas en la
vinificacion y en funcion de la variedad de uva con la que se elaboraron los vinos. Una
vez observado esto, se procedié a descartar las que no cumplian con los requisitos
previamente establecidos, y a seleccionar aquellas que dieron lugar a vinos de mayor
calidad polifendlica y organoléptica.

Todo ello se realizd mediante el “software” estadistico “Statgraphics5. Plus”.
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4. Resultados y discusion.

A continuacioén, se exponen los resultados obtenidos al analizar la composicién de
los vinos elaborados con las cepas no-Sacharomyces seleccionadas de la flora indigena
de las variedades de uvas Merlot y Cabernet Sauvignon presentes en la bodega Chozas
Carrascal de la Denominacién de Origen Utiel-Requena.

Para la variedad Merlot se han seleccionado 16 perfiles de levaduras no-
Sacharomyces y 10 para la variedad para Cabernet Sauvignon. Con cada una de estas
cepas se han realizado tres vinificaciones, realizandose también un testigo por triplicado
para cada variedad.

En los vinos elaborados se han determinado los parametros convencionales y
polifendlicos, asi como la valoracion sensorial de los mismos, con el fin de establecer
cudles serian las levaduras no-Sacharomyces que dan lugar a los vinos de mayor
calidad, para proceder a su multiplicacién y utilizacién como levadura iniciadora, junto
con la cepa S.cerevisiae 22H previamente seleccionada.

4.1. Influencia de las levaduras no-Saccharomyces en la variedad
Merlot.

En la Tabla 3 se recogen los valores medios de °Baumé, acidez total y pH de los
mostos que van a ser posteriormente fermentados. Como puede observarse hay una
gran homogeneidad en la composicion de los mostos procedentes de las uvas Merlot,
lo que resulta imprescindible para poder atribuirle las diferencias en la composicion de
los vinos a las cepas de levaduras que van a llevar a cabo la fermentacion, y no a la
distinta composicion de los mostos.

Tabla 3. Valores medios de los parametros convencionales de los mostos de la
variedad Merlot.

MERLOT 2 Baumé Acidez Total pH

42 e 12,86 + 0,76 | 6,25 + 0,11| 3,61 + 0,01
15e 12,86 + 0,70 | 6,05 * 0,32| 3,74 + 0,02
1g 12,86 + 0,47 | 6,32 + 0,26| 3,71 + 0,04
42b 12,84 + 0,28 | 641 * 0,31] 3,69 =+ 0,05
42d 12,86 + 041 | 6,15 + 0,22| 3,73 + 0,03
42f 12,86 + 0,40 | 599 + 0,14| 3,65 + 0,03
42k 12,87 + 046 | 585 + 0,16| 3,72 + 0,03
42| 12,86 + 0,30 | 598 + 0,25| 3,83 * 0,05
42c 1290 + 0,10 | 5,88 + 0,16| 3,75 * 0,06
40 1291 + 0,52 | 595 + 0,34| 3,82 + 0,05
15c 1290 + 045|599 <+ 0,25| 3,73 + 0,03
15d 12,86 + 0,57 | 581 + 0,31| 3,80 * 0,03
15f 12,83 + 0,65 | 6,32 + 0,22| 3,73 + 0,04
15h 1293 + 064 | 603 =+ 0,13| 3,61 * 0,05
15i 1293 + 030 | 5,74 + 0,21| 3,63 + 0,06
T 12,87 + 0,23 | 6,27 + 0,32| 3,74 + 0,06
MEDIA 12,875 6,061 3,71
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4.1.1. Parametros convencionales de los vinos de Merlot.

Enla tabla 4 se recogen la media, desviacion estandar y ANOVA para los pardmetros

convencionales determinados en los vinos de Merlot.

Tabla 4. Medias, desviacion estandar y tratamiento estadistico ANOVA de los

parametros convencionales de los vinos de la variedad Merlot.

MERLOT| ACID. TOT(g/L) pH ACID. VOL (g/L) | GRADO (%vol/vol) | AZUCARES (g/L)
a2e 6,08 + 0,30 bc [3,70 + 0,02 a | 0,67 + 0,11 bcd|12,83 + 0,23 bcd|1,63 + 0,07 b
15e 590 + 0,41 bc |3,94 + 002 d |08 + 0,10 d |12,83 + 0,15 bed|1,16 + 0,11 a
1g 6,15 + 0,20 d |3,81 * 0,03 bc | 060 * 0,15 ab [12,70 + 0,20 abc|1,34 + 0,06 a
42b 6,25 + 0,11 d |3,81 *+ 0,08 abc| 0,88 + 0,07 d [12,80 + 0,26 abc|1,61 + 0,05 a
42d 581 + 0,45 bcd|3,87 + 0,04 bed| 0,63 + 0,06 bc (12,57 + 0,12 ab [1,47 + 0,14 a
a2f 575 + 0,16 abc|3,83 *+ 0,06 abc| 0,60 + 0,04 ab [12,77 + 0,12 abc|1,31 + 0,02 a
a2k 558 + 0,19 abc|3,83 + 0,02 abc| 0,63 + 0,04 abc|12,97 + 0,23 bed|1,64 + 0,18 b
42 540 + 0,46 ab |3,91 + 0,10 bc | 0,62 + 0,04 abc|12,67 + 0,12 a [1,18 + 0,13 a
42c 577 + 0,19 abc|3,86 + 0,08 bc | 0,68 + 0,02 abc|12,97 + 0,23 abc|1,39 + 0,08 a
40 575 + 0,48 bcd|3,90 + 0,08 bc | 0,54 + 0,02 ab [12,70 + 0,35 abc|1,18 + 0,05 a
15c¢ 5,85 + 0,27 abc|3,89 + 0,04 bc | 056 + 0,13 ab [12,64 + 0,12 a |1,43 + 0,09 a
15d 550 + 0,11 ab |3,93 + 0,04 d |051 + 0,04 a [13,27 + 0,15 e [1,39 + 0,02 a
15f 6,10 + 0,26 cd |3,85 + 0,06 bc [ 051 + 0,04 a [13,10 + 0,20 de [1,31 + 0,05 a
15h 580 + 0,19 bcd|3,71 + 0,22 a | 066 #* 0,13 abc|12,70 + 0,26 abc|1,28 + 0,15 a
15i 518 + 0,27 a |3,77 + 0,02 ab | 081 + 0,06 cd [12,83 + 0,31 bc |1,54 + 0.12 ab
T 6,19 + 0,65 d |3,83 + 0,13 abc| 0,77 + 0,13 d |13,13 + 0,75 de |1,48 + 0,08 ab

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas al 95%

Se puede observar que existen diferencias significativas en los parametros
convencionales de los vinos de Merlot elaborados con las distintas cepas de levaduras
no-Saccharomyces, pero estas diferencias no son vinculantes, ya que todos los
pardmetros estan dentro de la normalidad y son perfectamente compatibles con un vino
tinto de calidad. Podemos observar que las distintas cepas de levaduras dejan los vinos
secos, ya que la pequefa cantidad de azlcares reductores presentes se corresponden
con azlcares no fermentables. Tanto la acidez total como el pH son adecuados para un
vino elaborado en una zona calida, y las pequefas diferencias observadas en el grado
alcohdlico de los vinos pone de manifiesto que el rendimiento en alcohol es diferente
segun la cepa que se utilice, ya que el grado Baumé inician era similar en todas las
vinificaciones. Se puede establecer que, dependiendo de la afiada, en vendimias con
insuficiente madurez podria interesarnos una levadura con mayor transformacion en
alcohol, como las cepas 15d y 15f, mientras que en afios muy cdlidos podria ser
interesante una con menor rendimiento, tales como la 421 o la 15c.

Por altimo, cabria decir que las diferencias encontradas no son de gran relevancia
desde el punto de vista enolégico. La Unica cepa no recomendable por la elevada acidez
volatil que produce es la cepa de levadura 15e, que, aunque su valor esta dentro de lo
permitido, tendria impacto negativo desde el punto de vista organoléptico.
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4.1.2. Parametros polifendlicos de los vinos de Merlot.

En las tablas 5, 6, 7 y 8, se recogen los valores medios, desviacion estandar y
resultados del tratamiento estadistico ANOVA para los parametros polifendlicos de la
variedad Merlot.

Tabla 5. Medias, desviacion estandar y tratamiento estadistico ANOVA de parametros
relacionados con el color para los vinos de la variedad Merlot.

CEPA IC Tono

42e | 6,63 £ 091 abc| 83,14 + 9,60 abc
15e | 7,21 * 0,56 bc | 7568 * 3,25 cde
1g 832 + 0,46 d 61,43 * 1,60 a
42b | 653 +* 068 ab | 77,30 * 1,76 e
42d (8,14 + 0,48 d 66,66 * 3,52 bcd
42f |820 * 069 d | 69,80 * 0,99 abc
42k (9,47 £ 0,74 e 6523 + 1,72 ab
42| 7,34 £ 0,38 ¢ 74,01 * 8,15 bcd
42c¢ 6,63 + 0,58 abc| 67,14 = 3,09 abc
40 7,04 £ 0,77 abc| 78,00 = 4,24 de
15¢ | 7,16 * 0,57 abc| 7491 t 3,46 abc
i5d | 6,67 * 0,77 abc| 74,13 * 7,20 e
15f 7,18 £ 0,39 bc | 63,32 = 5,96 abc
15h | 645 * 0,56 a 68,56 * 4,32 bcd
15i 7,13 * 0,49 abc| 75,38 * 2,85 bcd
T 882 + 0,69 de | 79,78 + 3,20 e

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas al 95%

La Intensidad Colorante es un parametro muy apreciado en el vino, pues nos indica
la carga de color que este tiene. La intensidad de color de un vino dependera de la
variedad de uva, del grado de madurez, de las técnicas de extraccion de polifenoles
durante la fermentacién, de las levaduras utilizadas y de la intensidad de las pérdidas
de color que tienen lugar durante la fermentacion y conservacion. En estos vinos, la
cepa 42k es la que mantiene mejor el color, no observandose diferencias entre ella y los
vinos testigo, también las cepas 42d, 42f y 1g muestran un buen comportamiento en el
mantenimiento del color.

El tono o matiz es el parametro que indica la importancia del color amarillo frente al
rojo (Glories, 1978) Asi pues, cabe destacar que, a mayor tono, mayores posibilidades
existen de que el vino se encuentre alterado u oxidado. Los vinos que mayor tono
presentan son los testigos, elaborados exclusivamente con S. cerevisiae, asi como los
vinos elaborados con las cepas 15 d, 15b, 42b y 40. Mientras que podria pensarse que
las otras cepas no-Saccharomyces pueden protegen a los compuestos del vino de la
oxidacién, ya que mantienen mejor el color, su IC es elevada, y el valor del tono es
inferior, y esto resulta muy interesante en la produccion de los vinos.
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Tabla 6. Medias, desviacion estandar y tratamiento estadistico ANOVA de parametros

relacionados con el color para los vinos de la variedad Merlot.

CEPA| ANTTOT (mg/L) ANT COL (mg/L) % ANT COPIG % ANT LIBR % ANT POLIM

42e [ 491 + 67 abcd | 383 + 48 abc | 26,60 * 7,20 d[53,72 * 864 bc|19,68 * 2,52 ab
15¢ | 499 * 53 bed | 412 + 52 bc | 19,67 *+ 4,23 cd| 56,11 * 3,32 bc | 2421 * 2,34 cd
1g |531 =81 de | 435 + 55 cd |22,56 * 3,62 cd|56,60 * 2,62 C |2085 * 2,26 ab
42b | 485 + 52 abc | 399 * 45 ab | 26,93 * 568 d|53,45 * 506 bc|19,62 * 1,88 abc
42d [491 + 14 bc | 401 + 11 bc | 19,84 + 4,48 d|5463 * 400 bc|2554 * 2,39 d
42f [ 510 + 85 bed | 373 + 19 abc | 19,75 * 2,64 cd| 57,86 * 3,74 cd | 22,39 * 2,81 bcd
42k | 495 + 10 abcd | 437 + 40 bc | 21,25 + 4,86 cd| 57,48 * 4,838 cd | 21,27 * 1,60 bc
421 [ 507 + 46 bcd | 400 * 28 abc | 17,41 * 6,97 cd| 61,33 * 546 cd | 21,25 * 1,65 be
42c | 550 + 37 e | 447 £ 26 de |1644 * 7,68 c| 64,75 * 511 18,81 * 3,10 a
40 | 461 + 55 ab | 384 + 43 abc | 1,58 * 491 a|77,08 * 2,65 E |21,34 % 3,20 bc
15¢ | 515 + 69 bed | 404 + 21 abc | 18,14 * 539 cd| 62,25 * 4,42 cd | 19,62 * 2,96 ab
15d | 519 + 95 de | 408 + 51 abc | 10,47 * 506 bc| 61,60 * 3,74 cd | 27,93 + 1,81 e
15f | 536 + 22 de | 473 + 21 e [3265 * 826 e 4598 * 734 a |21,37 * 2,40 bc
15h | 457 + 23 ab [ 393 + 9 ab [3344 * 531 43,90 + 557 a |22,66 * 2,07 cd
15i | 464 + 54 abc | 403 + 34 abc | 23,37 * 3,48 cd|51,61 * 421 B |2503 * 2,03 cd
T 444 + 76 a | 351 * 13 a |[21,41 * 2,68 cd| 54,13 * 4,57 bed| 24,46 * 2,56 cd

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas al 95%

El color de los vinos va a depender de la concentracién de antocianos y del estado
en que estos se encuentren. Estos antocianos conviene que sean estables a los distintos
agentes reductores, entre ellos el sulfuroso. Esta estabilidad o dificultad para
decolorarse va a contribuir al mantenimiento del color durante la conservacion de los
vinos. Podemos observar que la cepa testigo es la que presenta los valores mas bajos,
tanto de antocianos totales como de coloreados (no decolorables principalmente por el
sulfuroso). En general, los antocianos de estos vinos son bastante estables, ya que los
antocianos no decolorables representan un porcentaje muy importante, y aquellos vinos
con mayor porcentaje de antocianos coloreadas seran las que presenten mayor
estabilidad de color durante la conservacion. La capacidad de las membranas de
levaduras de atraer electrostaticamente a los polifenoles y absorberlos hace que se
reduzca la cantidad de antocianos disponibles y, en consecuencia, obtener vinos con
menor Intensidad Colorante (Morata et al., 2005). También la actividad B-glucosidasica
de algunas cepas de levaduras puede actuar hidrolizando el enlace glucosidico entre la
antocianinay el azlcar correspondiente, dejando libre la antocianidina en forma aglicona
y aumentando su desproteccion ante la oxidacion (Hernandez et al., 2003). En los vinos
de Merlot elaborados, las cepas testigo, 15 h y 40 serian las que dan lugar a un menor
color, quizas porque tengan muy marcado alguno de estos mecanismos que dan lugar
a pérdidas de color. El resto de las cepas presentan un mejor comportamiento, bien por
tener minimizados estos mecanismos, 0 bien debido a su capacidad de sintetizar
compuestos carbonilo (acetaldehido, acido piravico), pueden actuar como precursores
de la formacion de piranoantocianos, y que favorecen la condensacion entre antocianos
y taninos (Dournel et al., 1985).

En cuanto al estado de los antocianos, los libres son los mas sensibles a las
reacciones de oxidacién y decoloracion, constituyendo los copigmentados un primer
paso en la estabilidad del color, ya que se forman con los copigmentos unas estructuras
tipo sandwich que protegen momentaneamente el color, pero son los antocianos
polimerizados los que le confieren estabilidad al color de los vinos. De todas las cepas
de levaduras ensayadas, son la 42d y la 15d las que permiten una mayor polimerizaciéon
de los antocianos y por lo tanto las que mas contribuyen a la estabilidad de los vinos.
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Tabla 7. Medias, desviacion estandar y tratamiento estadistico ANOVA de los
pardmetros relacionados con la concentracion de polifenoles para los vinos de la
variedad Merlot.

CEPA | CATEQUIN (mg/L) | TAN TOT (mg/L) | TAN CON (mg/L) IPT POLIF TOT(mg/L)
42e |385 + 95 bc |739 + 197 bcd| 473 + 194 ab | 28,7 + 3,6 ab | 1539 * 298 a
15e [370 * 96 abc|742 + 112 bed|571 *+ 142 od [30,2 * 2,4 abcd | 1726 *+ 279 a
1g 347 + 67 a |822 %+ 91 d |509 * 98 abc|30,6 * 2,9 abcd | 1727 + 243 a
42b [433 + 75 d [719 + 184 bed| 514 * 122 be |31,2 * 2,7 cde | 1634 * 235 a
42d |435 + 70 cd |845 + 153 de | 497 + 83 ab |30,1 + 1,5 abcd | 1659 * 68 bc
42f |329 + 60 b |833 + 188 de | 413 + 139 ab |29,4 * 1,9 abc | 1451 * 193 a
42k |384 + 74 bc |823 + 127 d |425 + 120 a 331 + 20 e |1638 * 236 a
421 |318 + 23 a |788 + 175 cd | 643 + 102 d |30,8 + 1,8 bed | 1763 * 173 a
42¢ |387 + 75 abc|946 + 58 e |831 + 78 de |320 + 0,9 de |2106 * 112 bc
40 (378 + 96 abc|786 + 183 bcd| 885 * 126 de | 295 * 2,9 abc | 2016 * 234 b
15¢ [395 *+ 82 bcd [638 + 158 bc [ 913 + 58 de [31,0 * 1,1 cde | 2113 + 106 bc
15d [382 * 65 abc|660 + 82 bc|912 + 108 de [30,9 * 3,3 cde | 2132 *+ 253 bc
15f [414 + 53 bc [492 + 68 a [957 + 84 e [321 * 1,4 de |2350 + 144 ¢
15h |358 + 69 bc |520 +# 70 ab | 915 * 113 de [ 286 + 1,3 q |2102 *+ 135 bcd
15 [394 + 64 abc|461 + 88 a [924 + 53 de [292 * 1,2 abc | 2158 * 49 bcd
T 495 t+ 118 bcd |[749 + 93 ¢d [ 995 + 45 de [33,4 t 0,6 cd |2213 t 46 de

Siendo IPT: indice de polifenoles totales; Tan Tot: Taninos totales y Tan Con: Taninos condensados
Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas al 95%

Podemos destacar que las cepas de levadura que llevan a cabo la fermentacion
influyen en la concentracion de flavanoles, tanto en estado de monémeros como en el
de taninos condensados, modificando el contenido polifendlico, asi como el estado y
estabilidad de los compuestos polifenélicos en el vino (Bautista-Ortin et al., 2007;
Caboulet et al., 2012). En los vinos de Merlot, son las cepas 15e, 42d, 42c y 15f las que
mantienen una mayor concentracion de polifenoles, tanto de mondémeros como de
polimeros, siendo los vinos fermentados por las cepas 42d, 42, 42k y 15d, presentan
una mayor concentracion de taninos condensados en detrimento de los monémeros de
catequina.

En cuanto a los parametros relacionados con la calidad de los taninos, hay que
destacar su gran interés ya que valoran de forma objetiva aquellas sensaciones que
vamos a percibir en la cata, y que van a contribuir al rechazo o aceptacion de los vinos.

Asi, el indice de Gelatina mide el porcentaje de taninos astringentes. La reactividad
de los taninos del vino con glicoproteinas como la mucina de la saliva, es la causa de la
sensacién de astringencia, que es mayor cuanto mas reactivos sean los taninos. De los
vinos de Merlot elaborados, son los fermentados con las cepas 1g, 42b y 15h, los que
presentan menos astringencia, inferior incluso a los vinos testigos.

El indice de Etanol valora los taninos unidos a polisacaridos, y esta union tiene un
efecto contrario al anterior, ya que la unién con los polisacéaridos neutraliza la reactividad
de los taninos, y por tanto disminuye su astringencia. La cepa de levadura libera
polisacéridos durante la fermentacién y postfermentacion debido a procesos de autolisis
(Del Barrio-Galan et al.,, 2012; Gonzéalez-Royo et al.,, 2013), y de todas las cepas
ensayadas, son lal 5d, 42c y 15 h, las que mayor cantidad de polisacaridos producen.
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Tabla 8. Medias, desviacion estandar y tratamiento estadistico ANOVA de los
parametros relacionados con la calidad de los taninos para los vinos de la variedad

Merlot.

CEPA | DMACH (%) I. ETANOL (%) I. GELATINA (%) I PVPP (%)

42e | 53,71 * 8,51 bed| 52,48 * 2,11 a 57,85 * 14,16 b 58,68 + 1,50 cd
15e 52,14 * 11,28 bcd| 51,03 + 2,98 a 51,78 * 16,51 hd 58,46 + 1,01 cd
1g 4196 = 4,73 ab | 52,34 + 2,69 a 42,32 + 10,12 ab 58,85 + 0,93 cd
42b | 55,17 * 14,65 bcd| 5529 * 1,44 b 50,93 t+ 14,10 bcd| 58,68 t 1,49 cde
42d | 47,70 + 7,35 abc| 59,50 * 1,94 bc 52,29 t+ 16,32 bc| 59,20 * 1,41 d
42f 4430 * 7,62 ab 58,49 * 1,78 b 54,78 + 17,39 cd 60,89 + 1,43 de
42k 39,48 * 6,39 a 58,24 * 1,80 bc 56,14 + 11,63 cd 62,22 + 1,01 e
42| 47,88 + 9,02 ab | 58,63 * 1,59 bc 46,91 + 10,19 abc| 59,38 + 3,39 cd
42c 45,54 + 569 ab 59,91 * 2,37 bcd 3494 * 11,38 a 56,86 * 1,46 cd
40 57,39 +* 12,60 dc | 61,09 * 3,59 cd 58,23 + 10,39 cd 53,90 + 2,85 cd
15¢ 76,87 * 14,58 dc | 61,90 * 3,16 cd 49,32 + 1451 abc| 53,68 + 241 bc
15d 61,09 + 8,33 d 66,86 * 3,76 e 51,37 + 13,47 bcd| 52,32 % 2,37 C
15f 78,64 * 12,27 cd 60,93 * 3,64 bcd 52,35 + 8,45 bcd| 4859 * 2,30 b
15h 74,48 * 18,61 d 63,49 * 4,98 d 42,02 + 12,20 ab 43,75 * 4,65 a
15i 87,26 * 18,99 e 61,45 * 2,91 cd 44,12 + 15,29 ab 4193 * 2,52 a
T 60,32 * 1865 «cd | 59,88 * 3,87 bcd 49,72 t 16,03 becd| 47,06 %t 6,62 cd

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas al 95%

La polimerizacion de los taninos entre si la contempla el indice DMACH. Sus valores
se comprenden de 10 a 200 en sentido inverso a la masa molecular de los taninos, y
por tanto a su grado de polimerizacion. El grado de condensacién se considera medio
cuando el valor es proximo a 50, mientras que valores de 10 a 20 son de vinos muy
condensados(Vivas,1994). En consecuencia, el grado de polimerizacién de los vinos
gue han sido fermentados con las cepas, tienen un grado de polimerizacién que se
podria considerar medio, y de todas ellas son las cepas 42d, 42k y 1g las que potencian
la polimerizacion entre los taninos del vino, contribuyendo a su estructura y a la
disminucion de su astringencia.

Por dltimo, la polimerizacion de los antocianos con los taninos, valorada por indice
de PVPP, va a ser responsable de la estabilidad del color, asi como también de la
disminucion de la reactividad y por tanto de la astringencia de los taninos a quién se
unen. De todas las cepas estudiadas, son la 42d, 42f y 42k, las mas favorables para
conseguir la estabilidad.

Considerando el conjunto polifendlico de los vinos, podemos establecer que no hay
ninguna cepa de levaduras que destaque especialmente sobre las demas, pero hay un
pequefio grupo de levaduras que dan lugar a vinos con mas polifenoles y con una mayor
garantia de estabilidad polifendlica en el tiempo, que son la 1g, la 42d y la 42 k, y que
se corresponden con distintos perfiles de Hanseniaspora uvarum.

4.1.3. Andlisis sensorial de los vinos de Merlot.

Los vinos de Merlot fermentados con las distintas cepas de levaduras no-
Saccharomyces juntamente con la cepa Saccharomyces 22H, fueron catados por un
panel de ocho catadores expertos. Inicialmente se realiz6 una cata triangular para las
tres repeticiones de cada vino, procediéndose a su mezclado cuando no se observaban
diferencias entre ellos. La cata descriptiva y cuantitativa se realiz6 en una sesién con
los 16 vinos, utilizando de vino referencia el testigo de Merlot elaborado exclusivamente
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con la cepa S. cerevisiae 22H, ya que nuestro objetivo es que la siembra secuencial de
los dos tipos de levaduras, de lugar a vinos con mejores caracteristicas organolépticas.

En la tabla 9 se recoge la media y el ANOVA de los parametros organolépticos de
los vinos de Merlot elaborados con las distintas levaduras no-Saccharomyces
ensayadas, que fueron igual o mejor valorados que con la cepa testigo.

Tabla 9. Medias y tratamiento estadistico ANOVA del analisis sensorial de los vinos de

Merlot.

MERLOT 42e 1g 42b 42d 42k 42c 15d

MATIZ 6,67 a| 7,08 al| 7,33 a| 6,98 a| 700 al 700 a] 600 a
INTENSIDAD COLOR 557 a | 6,00 a| 6,00 a| 6,52 a| 664 al 643 a | 657 a
INTENSIDAD AROMA 6,71 b | 643 a| 629 a| 6,43 b |643 bl 643 b | 657 b
CALIDAD DEL AROMA 6,12 ab| 6,00 a| 564 a| 6,97 b | 550 af| 657 ab| 6,17 ab
FRUTAS ROJAS 571 a | 600 af| 583 a| 6,33 a|533 a| 600 a| 600 a
FRUTAS NEGRAS 550 a | 525 al| 500 al| 6,00 a 588 al| 58 a | 560 a
NOTA REGALIZ 3,00 a| 2,00 a| 1,50 a| 4,00 a |35 al 1,00 a ] 3,00 a
NOTA VEGETAL 433 a | 400 af| 400 a| 2,90 a 3,60 a| 400 a | 250 a
NOTA FLORAL 3,75 a| 433 al| 3,33 a| 4,00 a | 500 al 450 a]| 400 a
NOTA A ESPECIAS 400 a | 400 a| 400 al| 512 ab | 500 a| 400 a | 533 a
INTENSIDAD DEL GUSTO 571 a | 586 al| 586 a| 6,29 b |564 al571 a| 653 a
CALIDAD DEL GUSTO 543 a | 529 a| 514 a| 6,00 a | 550 al 543 a | 584 a
ACIDEZ 543 a | 557 af 533 a| 571 a |58 al529 a] 586 a
DULZOR 3,83 a | 3,67 al| 3,33 a| 4,33 a 3,29 al| 3,83 a | 3,17 a
VISCOSIDAD 440 a | 500 af 4,40 a| 5,00 a | 440 a| 440 a | 460 a
UNTUOSIDAD 540 a | 560 a| 540 a| 5,40 a | 517 a| 520 a | 500 a
ASTRINGENCIA 467 a| 400 af 400 a| 4,50 a|433 al 48 a| 429 a
AMARGOR 443 a | 4,29 a| 3,92 a| 4,83 a | 433 al 400 a | 500 a
PERSISTENCIA AROMATICA 543 a | 567 af 533 af| 5,29 a | 560 al 560 a] 55 a
CALIDAD GLOBAL 573 b | 550 al| 564 a| 6,53 ¢ |543 afl 571 a ] 629 a

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas al 95%

En los vinos de Merlot, la mejor valoracién organoléptica corresponde a las cepas 42d
y 15d para los pardmetros relacionados con la intensidad y la calidad aromatica, la
presencia de notas especiadas, la intensidad gustativa y la calidad global, y en tercer
lugar la cepa 42e, similar a las anteriores en la intensidad y la calidad aroméatica, pero
inferior en cuanto a la intensidad del gusto.

Como se ha podido observar, la siembra secuencial de las cepas de levadura da lugar
a vinos mas complejos organolépticamente, y mejor valorados que el vino testigo de
referencia, Estos cultivos iniciadores mixtos, llevan a cabo la fermentacion y ademas
enriguecen al vino confiriendo compuestos aromaticos y polifendlicos (Liu et al., 2016).
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4.2. Influencia de las levaduras no-Saccharomyces en la variedad
Cabernet Sauvignon.

Al igual que en los vinos elaborados con la variedad Merlot, se realizé la evaluacion
de pardmetros convencionales del mosto, mostrando el resultado la tabla 9. En ella
observamos los valores de °Baumé, acidez total y pH de los mostos previamente a la
inoculacion de las cepas aisladas no-Saccharomyces. Podemos observar que la uva
gue va a las distintas vinificaciones tiene toda ella un similar grado de madurez, ya que
el que proceda de un mismo vifiedo no asegura esa homogeneidad.

Tabla 10. Medias y desviacién estandar de los parametros del mosto de la variedad
Cabernet Sauvignon.

CABERNET 2 Baumé Acidez Total pH
302 13,278 + 0,626 6,44 + 021 3,34 + 0,06
258 13,278 + 0,455 6,24 + 0,34 3,41 + 0,04
26D 13,278 + 0,364 6,57 + 0,17 3,33 = 0,05
52 13,278 = 0,444 6,37 + 0,21 3,42 + 0,11
54 13,278 + 0,455 6,65 = 0,17 3,40 + 0,03
55 13,259 + 0,116 6,73 + 0,13 3,38 + 0,04
582 13,278 + 0,200 6,84 + 0,20 3,39 + 0,06
58C 13,426 + 0,361 691 + 0,18 3,29 + 0,08
58E 13,259 + 0,225 6,67 + 0,24 3,32 + 0,04
T 13,278 + 0,278 6,79 * 0,27 3,31 + 0,07
MEDIA 13,289 6,621 3,364

4.2.1. Parametros convencionales de los vinos de Cabernet Sauvignon.

Una vez acabada la fermentacion se analizaron los vinos de Cabernet, recogiéndose
en la tabla 11 los pardametros convencionales obtenidos.

Tabla 11. Medias, desviacion estandar y tratamiento estadistico ANOVA de los
pardmetros convencionales de los vinos de la variedad Cabernet Sauvignon.

CABERNET| ACID. TOT(g/L) pH ACID. VOL (g/L) GRADO (% vol/vol) | AZUCARES (g/L)
30A 618 + 028 b [354 + 0,16 b| 098 + 008 d|1270 + 020 a|121 + 002 a
258 6,04 + 030 a [350 + 0,04 ab| 0,55 + 0,00 bc| 12,63 + 023 a|143 + 007 b
26D 647 + 0,10 bc [3,48 + 0,09 ab| 052 + 0,04 bc| 1280 + 0,26 a| 1,38 + 0,12 ab
52 618 + 023 b [353 + 0,14 b| 059 *+ 006 «c |1297 + 050 ab| 1,19 + 0,09 a
54 6,60 + 0,13 bcd|[3,52 + 0,09 ab| 0,68 + 0,04 ¢ |1250 + 0,20 ab| 1,27 + 0,05 a
55 693 + 023 cd [3,44 + 005 ab| 068 + 002 ¢ |1250 + 035 ab| 1,31 + 0111 a
58A 680 + 0,26 cd [3,51 + 0,07 ab| 0,49 + 002 b |1270 + 053 ab| 1,34 + 0,08 a
58C 698 + 0,08 d [338 + 006 a| 045 + 002 a|1263 + 023 a|131 + 007 a
58E 6,38 + 0,33 bc [3,54 + 0,05 bc| 051 + 0,04 ab| 1290 + 0,20 ab| 1,39 + 0,05 ab
T 6,63 + 0,17 bcd|[3,48 + 0,03 ab| 054 + 0,02 bc| 13,12 + 026 b | 1,48 + 004 b

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas al 95%
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Podriamos destacar que todos los vinos elaborados con la variedad Cabernet
Sauvignon tiene una cinética de fermentacion similar, es decir, consumen los azucares
a la vez. Ademas, el pH y la acidez total son adecuadas. Mientras que, en lo que
respecta al rendimiento en alcohol, las cepas 52, 54, 55 y la cepa testigo (elaborada sin
levaduras no-Saccharomyces), tienen mayor rendimiento que las otras.

La cepa 30A da lugar a vinos con una elevada acidez volatil que, aunque dentro de
lo permitido legalmente, es detectable organolépticamente y le confiere unas
caracteristicas desagradables, por tanto, no es adecuada para elaborar estos vinos.

4.2.2 Parametros polifendlicos de los vinos de Cabernet Sauvignon.

En las tablas 12, 13, 14 y 15 se recoge la composicion polifendlica de los vinos
obtenidos con la variedad Cabernet Sauvignon.

Tabla 12. Medias, desviacion estandar y tratamiento estadistico ANOVA de
parametros relacionados con el color para los vinos de la variedad Cabernet

Sauvignon.

CEPA IC Tono

30A | 7,78 + 123 g 50,56 * 3,14 ab
25B | 854 + 0,73 ab | 52,02 % 522 b
26D | 835 + 064 ab | 49,84 + 3,57 ab
52 842 *+ 086 ab | 51,47 + 5,46 ab
54 839 * 1,76 ab | 51,21 + 5,66 ab
55 887 + 0,82 abc| 51,53 + 1,43 ab
58A | 873 * 091 abc| 51,07 * 1,42 ab
58C [ 949 * 1,71 bc | 47,38 * 533 3
58 | 876 + 0,93 abc| 51,04 * 1,26 ab
T 981 + 0,31 ¢ 50,33 * 1,41 ab

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas al 95%

En cuanto a la intensidad Colorante, las diferencias entre los vinos son pequefias,
siendo los vinos testigo y los elaborados con las cepas 58e y 58 ¢, los que presentan
mayor color. En el tono existen pequefias diferencias, que, aunque significativas, tienen
muy poca repercusion sobre la calidad de los vinos. La variedad Cabernet, debido a que
presenta una gran carga polifendélica, con gran poder antioxidante, da lugar a vinos
menos sensibles a oxidaciones y otras reacciones indeseables.

La concentracién de antocianos es elevada en los vinos de Cabernet Sauvignon y hay
pocas diferencias que puedan atribuirse a la cepa de levadura fermentativa, ya que
todos los vinos, a excepcion del 58 C, tienen una concentracion similar en antocianos
totales y coloreados o decolorables por el sulfuroso. En cambio, con relacién al estado
de los antocianos, es la cepa 58E la que tiene un mayor porcentaje de antocianos
copigmentados y polimerizados, y un menor porcentaje de antocianos libres, lo que va
a asegurar la 6ptima conservacion de los antocianos. La formacién mediada por las
levaduras de compuestos polifendlicos que favorecen la condensacién entre antocianos
y taninos podria ser la causa de esta situacion (Caboulet et al., 2012; Morata et al.,
2016).
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Tabla 13. Medias, desviacion estandar y tratamiento estadistico ANOVA de
parametros relacionados con el color para los vinos de la variedad Cabernet

Sauvignon.
CEPA ANT COLOR
ANT TOT (mg/L) (mg/L) % ANT COPIG % ANT LIBR % ANT POLIM

30A | 722 + 47 ab| 574 + 35 ab | 34,18 + 9,03 a [45,14 + 599 d |20,68 * 3,84 d
25B | 829 + 48 ¢ | 648 + 41 abc| 38,34 * 0,80 bc| 44,76 * 1,05 bcd| 16,89 % 0,71 ab
26D | 833 * 12 ¢ |631 + 20 d |39,06 * 3,76 bc| 4555 * 3,03 cd | 1539 * 2,09 ab
52 803 * 60 c |611 * 47 «d (36,33 * 6,10 bc|4531 * 4,52 d |18,36 * 2,66 a
54 793 * 84 bc| 604 * 77 bc |38,57 * 3,13 ab| 43,56 * 1,55 abc| 17,87 * 2,34 bc
55 681 * 59 b |566 * 28 bc |42,45 * 3,08 bc|36,22 * 3,19 «cd |21,33 + 1,80 ab
58A | 759 + 68 b | 613 * 52 cd [41,29 % 4,73 bc|37,98 £ 535 d [20,73 = 1,63 ab
58C | 675 + 58 a |571 + 59 a |46,62 * 3,26 bc|32,50 + 3,97 bc|20,88 * 4,78 cd
58E | 752 * 46 b | 618 * 29 abc| 40,87 * 3,25 ¢ |39,35 * 3,03 a (19,78 + 0,76 d
T 789 + 44 b [ 655 * 30 abc 43,05 * 3,01 bc|39,30 * 1,56 ab (17,65 + 164 d

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas al 95%

Como se pone de manifiesto en la tabla 13, la cepa de levadura afecta a la
composicion polifendlica de los vinos. De todas las cepas ensayadas, son la 58C y la
30A, las que dan lugar a la mas baja concentracion en catequinas, taninos y polifenoles
en general. En el resto de los vinos se observa un comportamiento similar, aunque
podria destacarse la cepa 58E, ya que es el vino que presenta mayor concentracion de
taninos condensados, con valores muy elevados de taninos totales, y polifenoles.

Tabla 14. Medias, desviacion estandar y tratamiento estadistico ANOVA de los
pardmetros relacionados con la concentracion de polifenoles para los vinos de la
variedad Cabernet Sauvignon.

CEPA| CATEQUIN (mg/L) | TANTOT (mg/L) | TAN CON (mg/L) IPT POLIF TOT (mg/L)
30A [ 589 + 58 ¢ [1793 % 119 abc| 1326 * 87 a|19,73 % 1,12 ab |3411 + 91 ab
25B | 568 + 101 bc|1791 + 58 ¢ [ 1595 * 92 a[20,63 * 0,97 bcd| 3592 + 140 bc
26D | 609 * 109 bc 1781 + 56 ¢ | 1566 * 137 a|20,21 * 0,36 d [3535 + 112 d
52 | 576 + 84 ¢ [1768 + 109 d | 1455 * 258 a|19,78 % 1,32 bcd| 3464 + 227 cd
54 | 358 + 66 ¢ [1791 + 48 «cd | 1626 * 478 a|19,37 * 0,56 bcd|3471 * 195 bc
55 | 447 + 95 ¢ [1866 * 111 cd | 1377 + 162 a|19,81 * 1,19 ab | 3476 + 188 ab
S8A | 481 + 99 a [1888 *+ 123 d | 1285 * 202 a|19,48 * 0,87 abc|3611 * 260 bcd
58C | 391 + 84 a [1504 % 143 ab | 1165 * 285 a|17,71 * 1,96 a |3060 * 229 a
S8E | 549 + 91 b [1719 % 200 bcd| 1788 * 148 b[19,81 * 0,79 cd | 3415 + 310 cd
T 380 *+ 34 bc|1987 + 46 a | 1303 + 143 a|17,55 * 1,24 a |3844 * 103 bc

Siendo IPT: Indice de polifenoles totales; Tan Tot: Taninos totales y Tan Con: Taninos condensados

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas al 95%

Con respecto a los indices de calidad de los taninos, la cepa que presenta un mejor
comportamiento es la 30A, porque proporciona a los vinos baja astringencia, y buena
polimerizacion de taninos con polisacaridos y con antocianos. Pero esta cepa no es apta
para la vinificacion por su elevada acidez volatil, por tanto, del resto de las cepas es la
58E la mas favorable por su comportamiento polimerizante frente a polisacaridos y
antocianos y su moderada astringencia.
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Tabla 15. Medias, desviacion estandar y tratamiento estadistico ANOVA de los
parametros relacionados con la calidad de los taninos para los vinos de la variedad

Cabernet Sauvignon.

CEPA I. DMACH (%) I. ETANOL (%) I. GELATINA (%) | PVPP (%)
302 [41,04 + 7,74 ¢ | 5271 * 2,85 cd| 4363 t 905 a| 5795 * 1,60 ¢
25B [ 2566 * 2,63 b 5304 * 1,27 cd| 6297 * 7,9 bc| 5751 * 1,57 bc
26D |27,25 + 333 a| 51,20 * 2,25 cd| 66,68 * 864 bc| 57,39 * 1,88 cd
52 34,35 + 4,33 ab| 4572 + 9,82 bc| 47,41 * 11,95 bc| 56,17 * 1,55 bc
54 29,52 + 10,99 b | 4992 * 407 b| 6031 * 12,82 bc| 53,14 + 237 bc
55 39,71 + 4,75 bc| 5571 * 2,17 bc| 64,60 * 9,43 ab| 5426 + 1,86 bc
582 | 4556 * 843 bc| 33,71 * 1,16 c | 6852 * 1143 bc| 5422 + 134 a
58C | 41,88 * 7,66 bc| 41,11 * 476 cd| 66,75 * 9,74 bc| 52,00 * 4,62 ab
58E | 4865 * 518 «c | 41,44 * 988 «c | 4646 * 7,47 bc| 5671 * 2,96 bc
2511 + 1,16 b | 3252 * 472 a| 7695 * 489 «c| 4570 * 3,84 ab

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas al 95%

Se podria determinar que la cepa 58E es la que presenta un mayor color y estabilidad
de éste, una aceptable cantidad de polifenoles y un 6ptimo estado de polimerizaciéon de
sus polifenoles, que le va a permitir realizar una conservacién éptima, sin grandes
pérdidas polifendlicas,

4.2.3. Andlisis sensorial de los vinos de Cabernet Sauvignon.

Los vinos de Cabernet Sauvignon fermentados con las cepas de levaduras no-
Saccharomyces y la cepa Saccharomyces 22H, fueron catados por un panel de ocho
catadores expertos.

Inicialmente se realiz6 una cata triangular para las tres repeticiones de cada vino,
procediéndose a su mezclado cuando no se observaban diferencias entre ellos. La cata
descriptiva y cuantitativa se realizé con los 10 vinos de Cabernet. El vino referencia fue
el testigo de Cabernet, elaborado exclusivamente con la cepa S. cerevisiae 22H, ya que
nuestro objetivo es que la siembra secuencial de los dos tipos de levaduras, de lugar a
vinos con mejores caracteristicas organolépticas.

En la tabla 16 se recoge la media y el ANOVA de los parametros organolépticos de
aquellos vinos de Cabernet Sauvignon elaborados con las distintas levaduras no-
Saccharomyces ensayadas, que fueron igual o mejor valorados que con la cepa testigo.

Podemos observar que, para los vinos de Cabernet Sauvignon, la mejor valoracion
organoléptica corresponde a las cepas 58E, que presentan mayor intensidad y calidad
aromatica, mayor contenido en frutas negras, mejor intensidad y calidad gustativa y
mejor calidad global. En segundo lugar, se valoraron los vinos fermentados con las
cepas 54, 58A y 55. No se observan diferencias aparentes en el color de los vinos.
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Tabla 16. Medias y tratamiento estadistico ANOVA del analisis sensorial de los vinos

de Cabernet Sauvignon.

CABERNET 26D 54 58A 58E 55

Matiz 8,60 a| 8,40 a 8,40 a 8,60 a 8,60 a
Intensidad del color 7,20 al| 8,20 a 8,50 a 8,60 a 8,40 a
Intensidad del aroma 6,70 al| 7,40 ab 7,60 ab 8,40 b 7,30 ab
Calidad del aroma 7,00 al| 7,40 ab 7,50 ab 8,00 b 7,20 ab
Frutas rojas 6,25 a| 7,20 a 7,25 a 7,80 a 6,60 a
Frutas negras 6,25 al| 6,50 a 8,00 ab 8,33 b 7,25 ab
Notas a especias 5,00 al| 4,00 a 7,33 a 7,00 a 6,50 a
Intensidad del gusto 6,40 al| 7,40 b 7,80 bc 8,40 C 7,70 bc
Calidad del gusto 6,20 al| 7,70 b 7,80 bc 8,40 C 7,30 b
Acidez 5,40 al| 5,20 a 6,00 a 5,60 a 5,70 a
Dulzor 3,20 a| 3,80 a 3,50 a 5,33 a 5,00 a
Untuosidad 6,20 al| 7,40 a 6,58 a 6,40 a 6,40 a
Astringencia 4,40 al| 4,20 a 5,25 a 5,00 a 4,67 a
Amargor 4,00 al| 3,00 a 5,25 a 3,75 a 4,00 a
Persistencia 6,00 a| 6,00 a 6,20 a 7,00 a 6,80 a
Calidad global 6,20 al| 7,80 bc 7,96 bc 8,50 C 7,20 bc

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas al 95%
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5. Conclusion.

1. Porlo que respecta a los parametros fisicoquimicos de los vinos obtenidos con
las cepas de levadura no-Saccharomyces combinados con la S.cerevisiae 22H,
cabe destacar su buen comportamiento enolégico y su buena adecuacion para
la elaboracién de vinos. Las Unicas excepciones que encontramos son las cepas
15e y la 30A que, debido a su valor de acidez volatil, no serian adecuadas ni
recomendables para la elaboracién de vinos.

2. Elhecho de que algunas cepas no-Saccharomyces ensayadas puedan influir en
la produccién de alcohol, podria ser interesante e incluso recomendable su
utilizaciéon en el momento actual, debido a la demanda de vinos con menor grado
alcohdlico, ocasionado por el aumento de éste que se observa en estos Ultimos
afios debido a las condiciones climatoldgicas.

3. Tanto en los vinos de la variedad Merlot como en los de la variedad Cabernet
Sauvignon, la fermentacion secuencial que se lleva a cabo por los cultivos
iniciadores mixtos de cepas de levadura no-Saccharomyces junto con la
Saccharomyces 22H, da lugar a un mejor comportamiento polifendlico y a una
mejor calidad de sus taninos, respecto a los vinos fermentados Unicamente con
las cepas de levadura Saccharomyces.

4. Lacepa 42d, que se corresponde con un perfil de Hanseniaspora uvarum, es la
mas valorada organolépticamente en los vinos de Merlot, y a su vez tiene un
buen comportamiento polifendlico, tanto relacionado con el color, como con la
concentracion de compuestos polifendlicos, y con el grado de polimerizacion de
éstos, especialmente en lo relacionado con la polimerizacion entre si de los
taninos y la polimerizacién de los antocianos con los taninos. Debido a ello es la
cepa de eleccion para intervenir en el cultivo secuencial mixto no-
Saccharomyces-Saccharomyces 22H, de los vinos de Merlot.

5. Lacepa 58E, cuyo perfil se corresponde con Torulospora delbrueckii, es la mejor
valorada organolépticamente en los vinos de Cabernet Sauvignon, y ademas es
la que presenta un color mayor y mas estable, una aceptable concentracion
fendlica y un éptimo estado de polimerizacién de sus polifenoles, que le va a
permitir realizar una conservacién 6ptima, sin grandes pérdidas polifendlicas, Por
todo ello, constituye la cepa de eleccidén para intervenir en el cultivo secuencial
mixto no-Saccharomyces-Saccharomyces 22H de los vinos de Cabernet
Sauvignon
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