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RESUMEN

En este trabajo se analiza el comportamiento de tres cepas de levaduras seleccionadas
32 F, 22 H y 32 C sobre la composicidon polifendlica de vinos elaborados a partir de las
variedades de uva Merlot, Garnacha y Cabernet Sauvignon. Las cepas de levaduras empleadas
se tratan de cepas indigenas pertenecientes al género Saccharomyces cerevisiae, seleccionadas
en un estudio previo de una bodega de D.O. Utiel Requena. Las uvas fueron vendimiadas en su
momento 6ptimo, y se vinificaron, realizando la fermentacién con las levaduras seleccionadas.
Cuando los vinos terminaron de fermentar, tras tres meses embotellados, se realizo la analitica
de los parametros generales, los relacionados con el color y los relacionados con la
astringencia y los resultados obtenidos se sometieron a un andlisis estadistico ANOVA para
valorar cual es la cepa de levadura que mejor mantiene las caracteristicas polifendlicas de los
vinos.

Al realizar esos analisis se buscaba una cepa de levadura que generara un vino con baja
acidez volatil, color estable e intensidad colorante elevada y un elevado contenido en taninos
lo mds polimerizados posibles para que generara una astringencia adecuada. Se ha observado
gue las levaduras no influyen tan significativamente sobre el vino como la variedad de uva
empleada.

Palabras clave: cepa de levadura, Merlot, Garnacha, Cabernet Sauvignon, polifenoles, taninos,
antocianos, color.

RESUM

En aquest treball se estudia el comportament de tres ceps de llevat seleccionades 32 F,
22 Hy 32 C sobre la composicid polifenolica de vins elaborats a partir de les varietats de raim
Merlot, Garnacha i Cabernet Sauvignon. Els ceps de llevats empleades es tracten ceps
indigenes de la especie Saccharomyces cerevisiae, seleccionades en un estudi previ d’un celler
de D.O Utiel- Requena. Els raims van ser vendimiades en el seu moment optim, i es van
vinficar, realitzant la fermentacié amb el llevats seleccionats. Quan els vins van acabar de
fermentar, després de tres mesos embotellats, es van analitzar els parametres generals i els
resultats obtinguts es van sotmetre a un analisi estadistic ANOVA per a valorar cual és el cep
de llevat que millor manté les caracteristiques polifendliques dels vins.

En realitzar aqueixos analisis es cercava un cep de llevat que generara un vi amb baixa
acidesa volatil, color estable i intensitat colorant elevada i un elevat contingut en tanins el més
polimeritzats possibles per a generar una astringencia adequada. S’ha observat que els llevats
no influeixen tan significativamente sobre el vi com en la varietat de raim emprat.

Paraules clau: cep de llevat, Merlot, Garnacha, Cabernet Sauvignon, polifenols, tanins,
antocians, color.



ABSTRACT

In this study it is analysed the behaviour of three selected yeast strains, 32 F, 22 Hy 32
C about polyphenolic composition of wine made from Merlot, Garnacha y Cabernet Sauvignon.
Yeast strains used are indigenous strains pertaining to the genus Saccharomyces cerevisiae,
selected in a previous study of a D.O Utiel Requena. Grapes were harvested at their optimum
time, and vinified, fermentating with selected yeasts. When wines finished the fermentation,
after three months of bottling, the analysis of general parameters, colour parameters and
those related to the astringency were made and the results obtained were analysed on a
statistical analysis ANOVA to evaluate what is the yeast strain which maintains the
polyphenolic characteristics of wines.

When these analyses were carried out it was to look for a yeast strain that generated a
wine with low volatile acidity, stable colour and a high content of tannins as polymerized as
possible to generate a good astringency. It was observed that yeasts do not significantly
influence as much as the variety of grape does in wine.

Key words: Yeast strains, Merlot, Garnacha, Cabernet Sauvignon, polyphenol, tannins,
anthocyanin, colour.
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1. INTRODUCCION

El vino se puede definir como una bebida obtenida en la fermentacidon alcohdlica,
completa o parcial, de la uva o su mosto. Es un producto que puede variar dependiendo de la
uva, los agentes fermentativos y el proceso tecnolégico de elaboracidn.

En la Europa mediterrdnea el vino esta integrado en la cultura alimentaria y ha hecho que
se expandiera su consumo a otros lugares del mundo. Espafia presenta la mayor superficie de
vifiedos ocupando un importante lugar en la economia del vino a nivel internacional y siendo
el tercer productor mundial de vino, ademds Espana se considera el segundo exportador ya
que se vende mas vino fuera del que se consume en el propio pais (Castillo y Compés, 2014).
La caida del consumo de vino en nuestro pais ha afectado de forma diferente segun la época,
afnos atrds y hasta 2006 se redujo el consumo en el hogar debido a los cambios de hébitos
alimentarios, pero se seguian consumiendo vinos de elevada calidad. Sin embargo desde ese
momento hasta 2011 descendid el consumo en restauracion, cuya causa principal era la crisis
econdmica (Del Rey, 2011). Espafia, Italia, Francia, Portugal y Grecia siempre se han situado
entre los paises euromediterraneos con mayor tradicion de produccién, aunque la tendencia
actual ha sido disminuir se compensa con las exportaciones de excedentes que realizan a otros
paises donde su consumo ha sido aumentado. Estos excedentes ponen en apuros la viticultura
espanola, esto se debe al aumento de las plantaciones en los paises del nuevo mundo y por la
disminucién del consumo de vino.

En los ultimos afios se esta viendo la cultura del vino como una moda mas, aumentando
asi su consumo, lo cual hace cuestionarse los siglos de historia que tiene éste. Existen
evidencias de que este producto ya se consumia desde el s.VIl a.C. y de su produccién segura
desde los siglos V-IV a.C. El vino ya fue apreciado en culturas milenarias como la egipcia o la
fenicia, a pesar de haber sufrido periodos de mas o menos popularidad siempre ha estado
presente (Gonzalez, 2014). Sin embargo, el término de levadura como un microorganismo
capaz de realizar la fermentacién no aparecid hasta el s. XIX, gracias a Pasteur y otros
investigadores. Por el conocimiento de que las levaduras eran las causantes de Ia
transformaciéon del mosto en alcohol y CO, se permitid controlar la produccidn del vino
durante todo el proceso (Belda et al., 2014). En estos afios se ha cambiado la forma de
consumir vino, se puede decir que se sigue bebiendo pero vinos mas baratos, en menor
cantidad y dentro de casa.

El uso de las levaduras foraneas se ha estudiado mucho, pero tradicionalmente se
producian los vinos mediante fermentaciones espontdneas. Estas fermentaciones estan siendo
el objeto de interés de muchas bodegas actualmente puesto que se consiguen caracteristicas
tipicas de cada zona a pesar de que el producto podria ser mas variable. Las cepas de
levaduras se encuentran en la superficie de las uvas, en la maquinaria de las bodegas o incluso
en la corteza, hojas, flores y pruina del fruto. Estas se pueden clasificar en dos grupos, las
levaduras Saccharomyces cerevisiaey las levaduras no-Saccharomyces. El uso de cepas
autéctonas diferentes puede producir diferencias en la composicién quimica dando lugar a
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vinos con caracteristicas propias (Viramontes y Pérez, 2014). Este tipo de levaduras son
aisladas y seleccionadas en la misma regién donde luego van a ser utilizadas, lo que implica la
suma de sus beneficios a las propiedades que tienen las fermentaciones espontaneas. Esta
seleccidn se realiza por medio del andlisis de muchos cultivos puros aislados de
fermentaciones de mostos en la regién correspondiente. Cuando se obtienen las mejores
cepas hay que realizar un analisis de sus propiedades fermentativas, tecnolégicas y sensoriales
por medio de ensayos de laboratorio.Pero a gran escala hay que tener en cuenta que la
fermentacién sea segura, obteniendo un producto seguro y con determinadas caracteristicas
organolépticas lo cual se consigue seleccionando las levaduras apropiadas (Belda et al., 2014).

1.1 DIFERENCIAS ENTRE LAS LEVADURAS INDIGENAS Y COMERCIALES

La fermentacién del mosto es un proceso bioquimico complejo, en el cual intervienen
levaduras, bacterias y otros microorganismos. Las levaduras son las responsables de la
fermentacidn alcohdlica, la cual permite la conversion del mosto en vino (Torija, 2002).

Para llevar a cabo la vinificacidon existe la posibilidad de emplear levaduras autéctonas
(procedentes de la uva o material de la bodega) o comerciales (levaduras secas activas, LSA)
(Bermejo, 2014).

El uso de levaduras comerciales permite reducir los problemas ocasionados por la
fermentacién y tener un mayor control microbiolégico. Mediante esta técnica se obtienen
vinos uniformes y con calidad excelente en comparacidn con los obtenidos por fermentacién
espontdnea, sin embargo reduce la tipicidad de los vinos. Haciendo referencia a lo que decia
Pasteur de que “las cualidades del vino dependen en gran parte de la naturaleza especifica de
las levaduras que se desarrollan durante la fermentacion de los mostos”, seria mas efectivo el
uso de levaduras autdctonas. Este tipo de levaduras se caracteriza por ser especificas de cada
area, estar adaptadas a su clima y a la materia prima y proporcionarles caracteristicas Unicas al
vino (Torija, 2002). Ademas los vinos obtenidos mediante fermentacion espontanea, con el uso
de levaduras indigenas, presentan un contenido mayor en algunos compuestos que influyen
positivamente en el aroma (Flanzy, 2003).

A pesar de que la calidad del vino va asociada a la variedad de la uva también influye la
levadura empleada, por tanto hay que seleccionarla correctamente para garantizar la
adecuada fermentacion y obtener un vino excelente.

1.2 COMPOSICION POLIFENOLICA DE LOS VINOS

En enologia los compuestos polifendlicos son muy importantes, se encuentran en el
hollejo, raspén y pepitas (partes solidas de la uva) y proporcionan astringencia, color y
estructura a los vinos (Peidro, 2015). Estos compuestos se caracterizan por poseer un anillo
bencénico con uno o varios grupos hidroxilo y se clasifican en no flavonoides y flavonoides. El
contenido en el vino de estos compuestos estd en funcidn del tipo de uva, rendimiento de la
cosecha y de las condiciones edafoclimaticas (Casp y Abril, 1999).



1.2.1 Clasificacion de los compuestos polifendlicos.
1.2.1.1 Antocianos

Los antocianos se extraen generalmente del hollejo de la uva durante su maceracién y
fermentacién, son los que proporcionan el color inicial a los vinos tintos. La cantidad que
aparece en las uvas de estos compuestos depende tanto del clima como de factores
agrondmicos, por esta razon el contenido de antocianos de una misma variedad de uva puede
ser diferente entre vendimias e incluso entre parcelas. Los vinos elaborados con una Unica
variedad de uva tinta presentan una composicion de antocianos caracteristica que después de
3-4 aios de su envejecimiento en botella o crianza en barrica pierde (Gutierrez et al., 2004).

Esta pérdida es debida a la aparicidn de reacciones de condensacion de estos
antocianos dando lugar a nuevos pigmentos oligoméricos y poliméricos con estructuras mas
estables, lo cual hace que se transforme el rojo intenso de los vinos en un color mas
anaranjado.

Segln un estudio previamente realizado, se observa que los antocianos son los
compuestos fendlicos que estdn mas influenciados por la cepa de levadura elegida. La cantidad
de antocianos que se extraen de la uva durante la maceracion y la fermentacion depende de la
levadura empleada, al igual que la degradacion de estos compuestos produciendo la pérdida
de color (Monagas et al., 2007).

Este efecto no es el Unico que producen las levaduras sobre la coloracion del vino sino
que también, durante la fermentacién o por sus enzimas, pueden aparecer pigmentos
derivados que afecten negativamente. Debido a la porosidad y composiciéon que presentan las
paredes de las levaduras adsorben estos pigmentos reduciendo el contenido en antocianos
afectando al color del vino. Tradicionalmente, se ha empleado en los vinos blanc de noirs para
que la cantidad de pigmentos sea inferior (Morata et al., 2016).

Por otro lado, desde un punto de vista quimico, los antocianos son heterdsidos que se
forman de la unién de un aglicon (antocianidina) y un azucar, que suele ser la glucosa, por
medio de un enlace B-glucosidico (Valls et al., 2000). Las levaduras de la especie
Saccharomyces cerevisiae presentan actividad pB-glucosidasa, la cual ejerce un efecto positivo
en el aroma del vino pero influye de forma negativa en el color. Esto es debido a que la
antocianina del enlace glucosidico, cuando pierde el azticar y se queda en forma de aglicona,
tiene mas facilidad de ser decolorado por reaccién con el sulfuroso y por oxidacion.

1.2.1.2 Taninos

Los taninos son compuestos fendlicos que se pueden dividir en dos grandes grupos, los
taninos hidrolizables y los taninos condensados. Los hidrolizables no se encuentran de forma
natural en el vino ni en la uva, si no que pueden proceder de la madera de roble de las barricas
durante el envejecimiento y ser empleados como ayudantes de la vinificacién. Mientras que,
los taninos condensados son los propios de los vinos tintos que se pueden encontrar en las
uvas (hollejo, raspon o pepitas) y quimicamente se tratan de polimeros complejos de 3-
flavanoles (catequinas). Los taninos que se encuentran las pepitas estdn menos condesados y
son menos complejos que los que aparecen en los hollejos (Reboldo, 2007). Durante la



fermentacién los primeros taninos que se extraen son los procedentes de la piel vy
posteriormente los que se encuentran en la pulpa y semillas (Mcrae y Kennedy, 2011).

Los taninos condensados cuando interaccionan con las proteinas salivares dan lugar a
la precipitacién tanino-proteina, produciendo astringencia. La astringencia es la sensacién de
sequedad y arrugamiento en boca caracteristica de los vinos (Rinaldi et al, 2016) y que
depende del nimero de OH de los taninos que reacciona con las proteinas, siendo mayor en
las pepitas que en los hollejos, puesto que se incrementa con el grado de polimerizaciéon
(Peidro, 2015). Para que exista una astringencia adecuada tiene que haber un correcto balance
de estos polisacaridos y el alcohol.

La relacién tanino-proteina depende de la cantidad de etanol. Cuando el etanol
presente en el vino varia en grandes cantidades disminuye su astringencia debido a que reduce
el numero de enlaces entre las proteinas y los taninos condensados. Por tanto, si la cantidad
de etanol es la adecuada puede reducir la sensacién de astringencia en boca (Mcrae y
Kennedy, 2011). Segun estudios previos (Gawel et al., 2001) la astringencia no siempre tiene
efectos negativos en el vino, sino que también puede mejorar la sensacion de persistencia y
complejidad en ellos.

1.2.2 Reacciones de interaccién entre compuestos fendlicos

Durante el envejecimiento y la fermentacidon alcohdlica del vino se producen
reacciones de condensacién entre los compuestos polifendlicos. Estas reacciones son las
responsables de que se produzcan cambios en el color y en las propiedades organolépticas del
vino.

1.2.2.1 Interaccion Tanino- Antociano

La condensacidon entre los taninos y los antocianos se produce por medio de
reacciones de adicidon nucleofilica en las que estos compuestos pueden tener tanto accion
electrofilica como nucledfila. En el vino, medio dacido, los taninos pueden dar lugar a
carbocationes (catequinas activadas) y reaccionar con los antocianos obteniendo compuestos
que posteriormente se van a colorear. Este proceso se ve favorecido cuando la presencia de
oxigeno es nula y en determinadas condiciones de temperatura. Al formarse el carbocation
aparecen nuevos taninos condensados que permiten disminuir la astringencia del vino debido
a que se aumenta el grado de polimerizacién del mismo (Zamora, 2003).

Por tanto, se llevan a cabo las interacciones entre los taninos y antocianos libres para
obtener compuestos mas estables. Los compuestos que se obtienen presentan un color
parecido al de los antocianos. Cuando la unién es entre antociano y tanino el color es
resistente a la accién del SO,, mientras que entre tanino-antociano no lo seria (Peidro, 2015).



1.2.2.2 Polimerizacién por medio de la unién con acetaldehido

El acetaldehido se trata de un compuesto volatil muy importante en el vino que se
puede formar quimicamente (por la oxidacién del etanol) o biolégicamente (por la actividad de
las levaduras, bacterias u oxidacion de compuestos fendlicos) (Liu y Pilone, 2000). Los
antocianos y taninos también pueden unirse mediante el acetaldehido dando lugar a
diferentes compuestos con puentes de etilo, como puede ser tanino-etil-tanino o antociano-
etil-antociano, con un tamafio variable. Estos productos son de color purpura y menos sensible
a la pérdida de color por hidratacion y SO, que los antocianos libres.

La uniéon que se produce entre los taninos y el acetaldehido puede provocar una
disminucién de la astringencia debido a que precipitan, también puede acentuarse el
desarrollo del color (Casp y Abril, 1999).

Cuando se dan condiciones aerobias y de acidez se ha observado que la velocidad de la
reaccién con acetaldehido es mayor, esto es debido a que se mejora la aparicién de
acetaldehido y del carbocation. Por otro lado, la temperatura también influye en la aparicidony
acumulacién de estos compuestos, cuanto mdas baja sea la temperatura se acumulan con
menor velocidad y seran mas estables frente a la degradacion y precipitacion.

1.3 PAPEL DE LAS LEVADURAS SOBRE LA COMPOSICION FENOLICA DE LOS VINOS

Se sabe que las levaduras del vino son una de las principales causas que afectan a la
disminucién de su contenido fendlico. Puede ser causado exclusivamente por procesos fisicos,
debido a la interaccién débil y reversible entre antocianinas y las paredes celulares de la
levadura.

Algunos metabolitos de las levaduras, como el acido pirdvico y el acetaldehido,
reaccionan con los polifenoles permitiendo una forma de estabilizar los pigmentos durante la
maceracion y el envejecimiento del vino (Caridi et al., 2004).Las levaduras presentan una pared
fina compuesta por glucanos y manoproteinas, especifica de cada cepa de levadura. Cuando se
produce la muerte de ésta se liberan compuestos celulares y polisacaridos parietales al vino
influyendo en la composicién polifendlica ya que algunos se pueden unir con antocianos y
taninos.

El efecto que tienen las levaduras sobre el color se puede comprobar simplemente
observando el color de las lias después de la fermentacién del mosto, ya que dependiendo de
la cepa aparece una coloracion diferente. A este fendmeno se le denomina “efecto esponja”
(Dulau y Palacios, 2003) y esta causado por la diferente composicién que tienen las células de
la pared, basdndose en el contenido de los grupos polares de su superficie. La absorcion débil
de los antocianos se refleja en el vino con una intensidad en el color mas alta. Las diferentes
cepas de levaduras hacen que absorban antocianos a diferentes niveles. Es muy importante
elegir la levadura correcta porque permite mejorar el color de los vinos (Morata et al., 2005).
También se ha observado que las células de las levaduras durante la fermentacién vy el
envejecimiento absorben taninos condensados (Rinaldi et al., 2016).



Por otro lado, las levaduras también liberan manoproteinas (fuente de polisacaridos)
cuando el vino se encuentra sobre las lias durante el envejecimiento (Gonzalez et al., 2013).
Estas manoproteinas estan relacionadas e influenciadas con la cepa seleccionada durante toda
la fermentacidn. Los polisacaridos pueden mejorar las caracteristicas sensoriales del vino, son
menos astringentes cuando se le afiaden manoproteinas durante la autolisis y la fermentacion
alcohdlica. Se ha demostrado que la estructura de los taninos se modifica por la accién de
estos compuestos, ya que favorece su condensacion (Escot et al., 2001).

En conclusidn, en la seleccién de levaduras para la elaboracién del vino hay que tener
en cuenta como va a afectar en la adsorciéon fendlica, ya que puede ser beneficiosa o
perjudicial, segun la variedad de uva empleada.



2. OBJETIVOS

El principal objetivo del trabajo es llegar a escoger la levadura indigena, de tres

seleccionadas previamente en microvinificaciones, procedentes de los vifiedos de una bodega

de D.O. Utiel Requena que presente las mejores caracteristicas. Esto se realiza con el fin de

procesar vinos tintos, de las variedades Merlot, Garnacha y Cabernet Sauvignon, con

caracteristicas distintivas.

La levadura seleccionada debe cumplir los siguientes requisitos:

1. Permitir una composicion polifendlica adecuada en los vinos.

2. Conseguir los mejores valores en los pardmetros convencionales (acidez volatil, @
alcohdlico y acidez total)

3. Producir vinos estables y con un caracter organoléptico adecuado.

4. Consumir todos los azlcares del mosto.

3. PLAN DE TRABAIJO

El Plan de Trabajo que se implantdé para lograr los objetivos mencionados es el

siguiente:

1. Vendimiar en el momento dptimo las uvas de las variedades Merlot, Garnacha y Cabernet
Sauvignon.

2. Procesar el vino e inocular las tres cepas de levaduras, que se van a estudiar, en cada una
de las variedades de uva.

3. Estudiar el seguimiento de la fermentacién alcohdlica.

4. Inocular bacterias para realizar la fermentacion malolactica.

5. Embotellar los vinos una vez terminada la fermentacion maloldctica.

6. Analizar los parametros generales y las compuestos polifendlicos de cada uno de los vinos
después de tres meses del embotellado.

7. Comparacién de los resultados entre los vinos y levaduras para ver cual da mejores

resultados, con el objetivo de seleccionar una o varias levaduras para vinificar los vinos.



4. MATERIALES Y METODOS

Este trabajo consiste en el estudio del comportamiento de tres cepas de levadura
previamente seleccionadas, sobre la vinificacion, componentes generales de los vinos y en los
compuestos polifendlicos del vino. Las tres cepas de levaduras a ensayar, pertenecen al género
Saccharomyces cerevisiae. El vino esta elaborado con tres variedades de uva: Merlot, Garnacha
y Cabernet Sauvignon vendimiadas en su momento éptimo. Los ensayos de cada levadura en
cada variedad, se realizaron por triplicado, es decir, se vinificaron nueve depdsitos con 40 kg
de cada variedad de uva, haciendo un total de 27 depésitos en el estudio.

4.1 VARIEDADES DE UVA

4.1.1 Merlot

La variedad de uva Merlot tiene su origen en Burdeos aunque actualmente su
produccién se ha expandido hacia paises como Argentina, Europa del este, Italia, China y
Espafia. En nuestro pais las principales zonas donde se encuentra son La Mancha, Huesca,
Catalufia y Navarra. Tras la Cabernet Sauvignon es la variedad mas cultivada a nivel mundial.
Sus frutos se caracterizan por ser bayas pequenas y redondeadas, con color azul oscuro y de
sabor azucarado. Sus cepas son sensibles a las heladas primaverales y a la sequia.

Los vinos que produce esta variedad de uva son de color rojo purpura, con cuerpo y
ricos en alcohol pero con una acidez relativamente baja, poco tanicos y con aromas florales.
Los vinos de Merlot maduran antes que Cabernet Sauvignon y por tanto se suelen consumir
como vinos jévenes permaneciendo poco tiempo en barrica (Vitivinicultura, 2017).

4.1.2 Garnacha

El origen de la variedad de uva Garnacha es Aragdn, en el Este de Espafia, pero
posteriormente se extendid por diversos paises como ltalia, Australia o Canada gracias a su
capacidad de adaptacion y resistencia a sequias, heladas o enfermedades. Esta variedad
presenta un racimo mediano con frutos de color azul-negro, alto contenido en alcohol y aztcar
pero con baja acidez.

Los vinos que produce la variedad Garnacha se caracterizan por tener un elevado
grado alcohdlico, ser de color rojo intenso, poseer aromas ligeros y una acidez media-alta.
Presenta caracteristicas diversas ya que se suele mezclar junto con otras variedades, puesto
gue su contenido en taninos es bajo. Se trata de una uva muy versatil, dando lugar desde vinos
jévenes a vinos de guarda (El Pais, 2017).

4.1.3 Cabernet Sauvignon

La variedad de uva Cabernet Sauvignon es originaria de Francia pero se ha expandido
su cultivo a numerosos paises gracias a su capacidad de adaptacion al clima, suelo y latitud,
siendo una de las variedades mas reconocidas en el mundo. Se considera que procede del
cruce entre dos variedades (el Sauvignon Blanc y del Cabernet Franc). Sus bayas se
caracterizan por ser de pequefio tamafio, esféricas y de color azul oscuro, con un hollejo duro
lo cual da caracter tdnico al vino y astringencia en boca.



En cuanto a los vinos jovenes se refiere, presenta un color rojo con matices azulados, aromas
florales con gran acidez y astringencia debido a la gran cantidad de taninos presentes en su
piel. Por otro lado, cuando Cabernet Sauvignon se deja envejecer durante un largo periodo,
presenta un vino de crianza con colores rojo rubi- teja que desarrolla un aroma particular,
mezcla de olor a violeta, pimiento verde y otros compuestos quimicos (Cocineando, 2017).



4.2 PROCESO DE ELABORACION

Vendimia

Despalillado y estrujado manual

Se inoculan tres

levaduras (32F, 50 mg/L de
22Hy 32C) por SO,
triplicado. Encubado en depésito metalico

s N

Inoculacion de levaduras Saccharomyces
(2-106 u.f.c)

Fermentacion y maceracion con hollejos (10 dias)

Se realizan bazuqueos

diarios y medicion de
w/

la densidad, durante

una semana, para ver Prensado

cuando termina la

fermentacién
alcohdlica.

Fermentacion malolactica (1g/hL

de bacterias lacticas comerciales)

Andlisis
Sulfitado y embotellado

Figura 1: Proceso de elaboracidn del vino.
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4.3 METODOS ANALITICOS

4.3.1 Parametros generales

Las determinaciones generales empleadas en los analisis del vino tinto son el pH que
mide su acidez real, el grado alcohdlico que expresa la cantidad de etanol que contiene 100
litros de vino, la acidez volatil expresada en gramos de acido acético por litro de vino y la
acidez total, suma de 4acidos que se valoran cuando el vino se lleva a pH 7, expresada en
gramos de acido tartarico por litro.

4.3.2 Determinacion de compuestos polifendlicos
4.3.2.1 Compuestos coloreados

- Intensidad colorante (Glories, 1978): El color permite caracterizar y dar a conocer
La calidad en los vinos. Este parametro depende del conjunto de antocianos libres,
combinacion tanino-antociano y taninos y varia segun su pH, cantidad de SO, libre,
temperatura y aireaciones.

El color es la suma de las densidades dépticas a 420 nm, 520 nm y 620 nm medidas en
un espectrofotémetro UV/VIS en una cubeta de 10 mm, por tanto hay que tener en cuenta el
factor de dilucion, empleando el agua destilada como referencia.

IC = Ago + Asyo + Agao

Tono (Glories, 1978): La tonalidad o matiz (Reglamento UE 2676/90), permite conocer la
relacion existente entre el color amarillo y el rojo, siendo el cociente siguiente:
Tono = Ago/Asy

- indice de PVPP, fijacién sobre polivinilpirrolidona (Blouin, 1977):
Es el porcentaje de antocianos que se combina con los taninos que determina la estabilidad del
color evitando su oxidacion.

Este método consiste en coger 1 mL de vino diluido 1/5, con agua destilada, en un tubo de
ensayo a 02C y afnadir 1 mL de PVPP. Tras agitar y dejar reposar 10 minutos se afiaden 3 mL de
TCA al 20% vy se deja reposar otros 10 minutos. Se centrifuga a 4000 rpm durante 8 minutos y
se lee su absorbancia a 280 nm con cubeta de 10 mm haciendo referencia al TCA al 6% como
blanco. Para obtener el indice de PVPP se emplea la siguiente féormula:

100

DOy — DO
I.PVPP(%)=[—( oo 1)]*
0

- Antoncianos Totales (Blouin, 1992): Para esta determinacion se emplea el método de
Puissant-Ledn. Esta determinacién se lleva a cabo mediante la medicién de la absorbancia a
520 nm de la muestra, empleando como blanco HCL 1M. La muestra consiste en 0,2 mL de
vino al cual se le afiaden 3,8 mL de HCI 1M vy se deja reposar durante 3 horas.

Antocianos (mg/L)= Asyo x 20 x 20(dilucién)
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- Antocianos no decolorables por el sulfuroso (Ribéreau-Gayon y Stonestreet, 1965;
Ribéreau-Gayon, 1979): La determinacidn de los antocianos no decolorables permite obtener
una estimacion de la cantidad total de antocianos presentes en el vino. Este método se basa
en la comparacion de los resultados obtenidos de dos tipos de tubos, en el que en uno se
afade bisulfito sédico que permite decolorar los antocianos y en el otro H,0. Para obtener la
cantidad de antocianos en mg/L se multiplica la diferencia de ambos resultados por 875,
coeficiente de extincion molar de la malvidina.

4.3.2.2 Compuestos astringentes

- indice de Polifenoles Totales (Ribereau-Gayén 1974): permite valorar el contenido total de
los compuestos polifendlicos. Se lleva a cabo mediante la dilucién del vino con un factor de
100 y posteriormente se mide la absorbancia a 280 nm, longitud de onda a la cual se absorbe
el anillo fendlico, en una cubeta de 10 mm y tomando como referencia el agua. Para obtener el
resultado en g/L o mg/L de acido gélico el valor obtenido de IPT se multiplica por el factor de
correccion 0,08 6 80.

- indice DMACH (Vivas, 1994): Este método consiste en la estimacién del grado de
polimerizacion de los taninos en la uva y el vino mediante el aldehido p-
dimetilaminoacimaldehido (DMACH). Para ello se deben hacer valoraciones quimicas
relacionadas con el tamafio molecular de los taninos. La formacién de procianidinas dimeras se
establece mediante un enlace entre el C4 de la catequina y el C6 o C8 de la otra molécula. La
reaccion de las procianidinas con el DMACH da lugar a un color mas o menos intenso en
funcién del nimero de posiciones del C6 y C8 estén libres segin del grado de polimerizacidon
de los taninos.

Este método consiste en diluir el vino con metanol a 1/20, coger 0,5 mL del vino diluido y
afiadirle 2,5 mL de DMACH. Después de 10 minutos se lee a una longitud de onda de 640 nm
con cubeta de 10 mm, esta lectura se denomina A,. Por otro lado se realiza un testigo, este
testigo contiene 0,5 mL de vino diluido y 2,5 mL de metanol, tras 10 minutos se lee en las
mismas condiciones que Am, obteniendo A..

indice de DMACH = A™=49 100

[taninos]

- Taninos condensados totales (Ribéreau-Gayon y Stonestreet, 1966), (Ribéreau-Gayon,
1979): Llamamos taninos a diversos compuestos fendlicos que tienen como caracteristica
comun que precipitan con las proteinas en solucidn, y que ralentizan o inhiben las acciones
enzimaticas por combinacidn directa con su fraccidén proteinica. Este método consiste en la
propiedad que presentan las proantocianidinas de ser transformadas parcialmente en
antocianidinas rojas al calentarse en medio acido.

Se mezcla 1 mL de vino previamente diluido con 5 mL de agua destilada y 3 mL de HCL 12 N. El
tubo 1 se introduce en el bafio durante 30 minutos tapado herméticamente y el tubo 2 a
temperatura ambiente. Pasado el tiempo, el tubo 1 se refrigera y a ambos se le afiade 0,5 mL
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de etanol al 96%, se agitan y se lee la absorbancia a 550 nm.

Taninos Condensados Totales (g/L) = (A1 — A;) x 19,33

4.3 TRATAMIENTO ESTADISTICO

Los resultados que se han obtenido de forma experimental en el laboratorio se
representan realizando un resumen estadistico en forma de tabla. En estas tablas se expresan
la media, desviacidn tipica y los valores de F-Ratio y P-Value que nos permiten conocer si los
datos son significativos o no.

Mediante un analisis de varianza simple (ANOVA) se ha analizado la influencia de cada
variedad de uva en funciéon de las levaduras seleccionadas en la composicion polifendlica y en
los pardmetros generales. Esto nos permite conocer el grado de significacion de los datos
mediante un contraste de hipdtesis para un nivel de confianza del 95%. Para ello se ha
utilizado el paquete Statgraphics centurién XVLII.

Se obtiene el valor de F-Ratio que mide la variacidn que existe entre los datos
correspondientes a cada uno de los grupos y P-Value que siendo menor de 0,05 indica que hay
diferencias significativas entre sus medias al 95 % del nivel de significacion.

Por otro lado y con el objetivo de conocer que cepa de levadura puede ser empleada
como Unica para la fermentacidn, se estudié el comportamiento de la interaccién entre las
cepas de levaduras y las variedades de uva. Se realizé con ANOVA multifactorial eligiendo
como factor la variedad y la levadura y como variable dependiente los parametros
polifendlicos y generales analizados. Esta comparacion estadistica nos permite conocer si el
efecto de las levaduras es igual en todas las variedades de uva o existe una interaccidn entre
variedad de uva y levadura.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Se presentan en este trabajo los resultados obtenidos segin el comportamiento e
influencia de las tres levaduras de Saccharomyces cerevisiae, previamente seleccionadas y
codificadas como 32 F, 22 Hy 32 C, en los tres vinos sobre los compuestos polifendlicos y
convencionales. Todo ello se realiza con el fin de ver cudl es la cepa de levadura que mejora la
calidad de los vinos y emplearla como propia en la bodega de Denominacidn de Origen Utiel-
Requena.

Por ultimo, con el objetivo de conocer si todas las levaduras se comportan por igual o
existen diferencias, en relacién a los parametros generales y polifendlicos, se realiza la
interaccion entre la cepa de levadura 32 F, 22 Hy 32 Cy la variedad de uva Merlot, Garnacha y
Cabernet Sauvignon.

5.1 EVOLUCION DE LA DENSIDAD DURANTE LA FERMENTACION CON LAS LEVADURAS
32F,22 HY 32 CEN LA VARIEDAD DE UVA MERLOT

Durante la fermentaciéon alcohdlica se controléd la densidad y la temperatura
diariamente de los depdsitos con el objetivo de verificar la correcta evolucién de la
fermentacién. Previamente, se midieron los 2 Brix de la uva estrujada y despalillada en cada
depdsito para agruparlos de tal modo que en cada ensayo de las cepas de levaduras 32 F, 22 H
y 32 C hubiera una distribucién homogénea de la concentracidn de azlcar (2 Brix) de todos los
depdsitos. Esta distribucidn se hace para que la medida y desviacion estandar de los depdsitos
agrupadas tres a tres sea aproximadamente la misma.

A continuacion se muestran en las graficas 1, 2 y 3 la evolucidn de la densidad de los
vinos de las variedades Merlot, Garnacha y Cabernet Sauvignon, inoculados con las cepas de
levaduras 32 F, 22 H y 32 C durante su fermentacion alcohdlica. Se comprobaron diariamente
temperatura y densidad, también se realizaron bazuqueos diarios con el fin de facilitar la
extraccién de componentes polifendlicos.

Evolucidn de la densidad en Merlot Evolucidn de la densidad en Garnacha
1120 durante la fermentacion
1100 ++ 1150
e 1080 -+ \
3 1060 - = 1100 +=
:29 1040 - \\ B \\
£ 1020 32F = 1050 = —_—30F
5 1000 ~ © \
§ 050 —22H '3 1000 =S- ——22H
960 32C v
940 e 950 ¢
920 T T T 900 T T T T T T T T T 1
12345678910 1 3 5 7 9 11
Dias ¢
Dias

Grafica 1: Evolucion de la densidad durante la fermentacién Grafica 2: Evolucion de la densidad durante la fermentacion
en la variedad Merlot. en la variedad Garnacha.
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Evolucidn de la densidad en Cabernet
Sauvignon durante la fermentacién

1120
1100 -
1080 -
1060 -
1040 -
1020 e 3 F
1000 S~

980 22 H
960
940
920 T T T T T T T T T 1

123456 7 8 910
Dias

Densidad g/L

Grafico 3: Evolucion de la densidad durante la fermentacion en la variedad Cabernet
Sauvignon.

En la grafica 1 se muestra la evolucion de la densidad para la variedad Merlot. Todos
los vinos de esta variedad terminan el dia 4 de octubre la fermentacién alcohdlica iniciada el
23 de septiembre la cual se llevd a cabo a una temperatura de entre 23,22C y 26,82C. Se puede
observar como la disminucion de la densidad es mas lenta en la cepa de levadura 32 F que en
las otras dos cepas, concretamente el cuarto dia donde la densidad de la cepa de levadura 32 F
es de 1025 g/L y la de las cepas 22 Hy 32 C de 1018 g/L. Ademas permite comprobar que la
levadura 32 C es mas efectiva al principio de la fermentacién ya que su disminucién de la
densidad es mas rdpida durante los cuatro primeros dias y por tanto produce antes la
aparicion de etanol, lo cual tendra consecuencias en la extraccidon de los taninos durante la
maceracion.

En la gréafica 2 se muestra la evolucién de la densidad de los vinos de la variedad
Garnacha inoculados con las cepas de levaduras 32 F, 22 Hy 32 C, fue iniciada el 7 de octubre y
se llevd a cabo a una temperatura comprendida entre 19,72C y 262C. Esta grafica nos muestra
que las levaduras 22 Hy 32 C en la variedad Garnacha presentan un comportamiento similar a
lo largo de los 11 dias de fermentacidn, mientras que la 32 F produce una fermentacién mas
lenta.

Por ultimo, en la grafica 3 aparece representada la evolucién de la densidad de los
vinos de la variedad Cabernet Sauvignon, inoculados con las cepas de levaduras 32 F, 22 Hy 32
C, durante los nueve dias que durd su fermentacidn alcohdlica. Todos los vinos elaborados con
la variedad Cabernet Sauvignon terminan correctamente en 10 dias después del inicio de la
fermentacién alcohdlica iniciada el 16 de octubre la cual se realizé a una temperatura de entre
229C y 269C. Se observa que la levadura 22 H evoluciona notablemente mds rapido que las
otras dos y obtiene valores de densidad (1021 g/L) inferiores a los de las cepas 32 Fy 32 C
(1034 y 1033 g/L respectivamente) ya en los primeros cuatro dias.
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En conclusién se puede decir que existen diferencias en el comportamiento de las
distintas cepas de levaduras 32 F, 22 Hy 32 C, siendo para las tres variedades de uva la 32 F la
mas lenta y la 22 H la que muestra mayor eficacia al principio de la fermentacién.

5.2 EFECTO DE LAS CEPAS DE LEVADURA 32 F, 22 H Y 32 C EN LOS PARAMETROS
GENERALES Y POLIFENOLICOS DE LOS VINOS ELABORADOS CON LA VARIEDAD MERLOT.

A continuacion se presentan los valores de 2 Brix que contenia el mosto al inicio y los
valores de los parametros generales del vino Merlot obtenidos tras un estudio estadistico
ANOVA (Tabla 1). Se puede observar que no existen diferencias significativas, excepto en la
acidez volatil (P<0,05), porque todos los valores de P-value son superiores a 0,05.

Tabla 1: Medias, desviacién estandar y ANOVA de los parametros convencionales de
los vinos de Merlot elaborados con las cepas de levadura seleccionadas.

Cepade 2 Brix iniciales | Acidez volatil Acidez total L
.. pH . 2Alcohdlico
levadura en el mosto (g/L acético) (g/L tartarico)
32F 245+0,6a 0,40+0,1b 3,75+0,06 a 4,8+0,5a 143+0,4a
22H 245+0,6a 0,42+0,02b 3,78+0,04 a 46+0,1a 14,7+0,2a
32C 245+1,1a 0,28+0,02 a 3,76 +0,1a 4,7+0,4a 14,4+16a
F-ratio 0,01 10,83 0,34 0,49 3,17
P-value 0,995 0,0004 0,715 0,616 0,060

Letras distintas en la misma columna y en cada grupo de datos indican diferencias significativas al 95 % para cada
parametro analizado.

Todas las levaduras consumen los azucares por completo lo cual, desde el punto de
vista de la cinética fermentativa indica que se comportan igual. La acidez volatil que presentan
los vinos elaborados con la variedad Merlot es aceptable encontrandose proxima a los 0,40 g/L
y estando muy alejados de 1g/L de acido acético marcado como limite maximo en los vinos
(D.0.C.V., 4/2011) y por ello no habria que desechar ninguna de las cepas. Se puede destacar
que los vinos fermentados con la cepa de levadura 32 F se obtienen con una acidez volatil muy
adecuada y siendo del 50% con respecto a los otros.

Por otro lado el pH obtenido es ligeramente superior a 3,5 y la acidez total estaria por
debajo de los valores deseados en bodega, lo cual significa que en ésta habria que corregir
este pardmetro con acido tartarico. El grado alcohdlico es elevado lo cual esta relacionado con
la concentracidn de azlcares iniciales y esta variedad de uva en la zona Utiel-Requena madura
muy bien.

En la siguiente tabla (Tabla 2) aparecen los valores relacionados con el color de los
vinos analizados a los tres meses de haber sido embotellados. En relacién a los resultados
obtenidos en un analisis estadistico ANOVA, se observa que las diferentes cepas de levaduras
32 F, 22 Hy 32 C, empleadas en la vinificacion de Merlot no influyen de forma significativa en
la intensidad colorante ni en la tonalidad mientras que los antocianos totales y los no
decolorables si que se ven influenciados por dichas cepas, al igual que lo hace el indice de
PVPP. Los antocianos que aparecen en el vino se pueden encontrar libres o combinados con
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otros compuestos como pueden ser los taninos. Los antocianos libres puede ser decolorados
por el SO, y variar su color en funcién del pH al igual que sucede con una fraccién de los
combinados, mientras que la otra fraccidon de los antocianos combinados si que mantienen
estable el color (Ribéreau-Gayon y Stonestreet, 1965). El andlisis de los parametros
relacionados con el color permite conocer cudl es la cepa de levadura que afecta de forma mas
significativa al contenido en antocianos totales ya que ésta adsorbe los antocianos en su pared
celular produciendo una disminucién del color en los vinos. Los métodos que establecen la
concentracién de antocianos no decolorables y totales tienen distinto fundamento y por eso
los valores no son coincidentes y tampoco proporcionales al cuantificar fracciones diferentes
de antocianos. A pesar de ello, la informacién que se extrae de cada uno de ellos resulta
complementaria. A mayor concentracion de antocianos no decolorables, el color del vino estd
mas protegido a la decoloracién. La cepa de Saccharomyces cerevisiae 22 H es la que consigue
este hecho, no solo porque la fraccidn de los antocianos no decolorables es mayor sino porque
logra que la concentracion total de antocianos totales sea mayor que los de las cepas 32 Fy 32
C, y con mayor estabilidad.

El indice de PVPP determina la cantidad de antocianos que se combinan con los
taninos. La mayor cantidad de combinaciones antociano-tanino evidencia una mayor
estabilidad, contribucién de los antocianos al color (haciendo que el rojo sea mas intenso y que
la tonalidad azul sea menor) y disminucién de la astringencia de los taninos (Blouin, 1977). En
la tabla 2 se puede observar que en la cepa de levadura 32 F es la que produce los vinos con un
mayor indice de PVPP y con menor tonalidad, lo cual indica que a medida que aumenta el
numero de uniones antociano-tanino disminuye la tonalidad amarilla de los vinos.

Tabla 2: Medias, desviacién estdandar y ANOVA de los parametros relacionados con el
color en vinos de la variedad Merlot elaborados con las cepas de levadura seleccionadas.

Antocianos no . .
Cepa de Antocianos Tonalidad o .
decolorables IC . Indice de PVPP
levadura totales (mg/L) matiz
(mg/L)

32F 514 +26,6 a 498 £ 63,4 ab 8,6+0,9a 69,5t1,6a 42,0+49a

22H 586+42,5b 522+13,8b 9,1+0,6a 70,8+1,8a 33,3+3,6ab

32C 511+43,7 a 455 +52,7 a 9,7+3,5a 72,1+7,4a 36,9+9,9b

F-ratio 11,11 4,43 0,61 0,74 3,93

P-value 0,0004 0,023 0,552 0,488 0,033

IC: Intensidad Colorante.
Letras distintas en la misma columna y en cada grupo de datos indican diferencias significativas al 95 % para cada
parametro analizado.

En la tabla 3 se observan los resultados obtenidos en un andlisis estadistico ANOVA
que permiten comparar la influencia de las cepas de levaduras 32 F,22 Hy 32 C en los
compuestos relacionados con la astringencia para los vinos elaborados con la variedad Merlot.
El contenido en taninos estd comprendido entre 1,66 y 1,95 g/L, correspondiendo a vinos de
tanicidad media. Unicamente existen diferencias (P<0,05) en la composicién tanica de los
vinos, siendo la cepa de levadura 32 C la que mas taninos extrae. Esta diferencia puede ser
debida a las variaciones de la materia prima o a que, como se ha visto previamente en la
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grafica 1, la cepa de levadura 32 C produce alcohol mas rapidamente facilitando la extraccion
de estos taninos a igual tiempo de maceracion que con las otras dos cepas (32 Fy 22 H).

El indice de polifenoles totales esta relacionado con la extraccién en la maceracién y
fermentacién. El indice de DMACH nos da informacién sobre el grado de polimerizacion de los
taninos, varia de 10 a 200 en sentido inverso a la masa molecular de los taninos y por tanto de
su grado de polimerizacidn (Vivas, 1994). Los resultados muestran que el indice de DMACH se
encuentra en torno a 50, lo cual indica que su grado de polimerizacion es medio.

Tabla 3: Medias, desviacidén estandar y ANOVA de los pardmetros relacionados con la
astringencia en vinos de la variedad Merlot elaborados con las cepas de levadura
seleccionadas.

I.DMACH % IPT Taninos (g/L)
32F 53,8+9,0a 47,2+3,6a 1,66+0,31a
22H 55,9+79a 47,4+0,9a 1,76 £ 0,14 ab
32C 52,0+7,3a 46,7+5,0a 195+0,14b

F-ratio 0,5 0,08 3,81
P-value 0,598 0,922 0,036

I.DMAH%: Porcentaje del indice de DMACH; IPT: indice de polifenoles totales; C.F.T: Compuestos fendlicos totales;
T.C.T: Taninos condensados totales.

Letras distintas en la misma columna y en cada grupo de datos indican diferencias significativas al 95 % para cada
parametro analizado.

5.3 EFECTO DE LAS CEPAS DE LEVADURA 32 F, 22 H Y 32 C EN LOS PARAMETROS
GENERALES Y POLIFENOLICOS DE LOS VINOS ELABORADOS CON LA VARIEDAD GARNACHA.

A continuacidn se exponen los valores obtenidos en un andlisis estadistico ANOVA para
los pardmetros generales en el vino Garnacha fermentados con las cepas de levaduras 32 F, 22
Hy 32 C, asi como los 2 Brix del mosto al inicio (Tabla 4). Se puede observar que existen
diferencias significativas (P<0,05) en todos los parametros a excepcion de los 2 Brix y el pH.

Tabla 4: Medias, desviacion estandar y ANOVA de los parametros convencionales de
los vinos de Garnacha elaborados con las cepas de levadura seleccionadas.

Cepa de 2 Brix inicial Acidez volatil Acidez total L.
L. pH L. 2 Alcohdlico
levadura del mosto (g/L acético) (g/L tartarico)
32F 236+1,1a 0,48+0,11¢c 3,42+0,18 a 50+0,6b 12,8+0,2a
22H 23,7+0,7a 0,39+0,02b 3,36+ 0,08 a 3,9+0,4b 13,3+0,5b
32C 23,8+0,2a 0,32+0,02a 3,43+0,07 a 4,8+0,8a 13,3+0,3b
F-Ratio 0,07 12,39 0,84 7,94 6,51
P-value 0,934 0,0002 0,445 0,002 0,005
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Letras distintas en la misma columna y en cada grupo de datos indican diferencias significativas al 95 % para cada
parametro analizado.

Al terminar la fermentacion todas las cepas de levaduras consumen los azlcares por
completo como se puede observar en la grafica 2 lo cual hace que, desde el punto de vista de
la cinética fermentativa, se comporten igual. La acidez volatil que presentan los vinos
elaborados con la variedad Garnacha, tras tres meses de embotellado, es aceptable siendo
préximos a 0,4 g/L de acido acético y en la levadura 32 F algo superior pero dentro de los
valores normales. Estos valores se encuentran muy alejados de 1g/L de &cido acético
encontrandose por debajo del maximo permitido en el vino (D.O.C.V., 4/2011) y por ello no
habria que desechar estas cepas. Por otro lado, el pH obtenido es adecuado para no encontrar
problemas microbioldgicos a lo largo del tiempo en el vino. El grado alcohdlico es préoximo a 13
pero aparecen diferencias significativas que pueden ser causa de la heterogeneidad en las
materias primas o el rendimiento alcohdlico diferente de los vinos, siendo superior que en
Cabernet Sauvignon (tabla 7) pero inferior al obtenido en Merlot (tabla 1).

En la tabla 5 se agrupan los valores en relacidn al color de los vinos analizados a los
tres meses de haber sido embotellados. En este caso se observa que las diferentes cepas de
levaduras 32 F, 22 H y 32 C empleadas en la vinificacion de Garnacha uUnicamente influyen de
manera significativa (P<0,05) en la tonalidad de los vinos.

Tabla 5: Medias, desviacion estandar y ANOVA de los pardmetros relacionados con el
color en vinos de la variedad Garnacha elaborados con las cepas de levadura seleccionadas.

Cepa de Antocianos no Antocianos Tonalidad o .
IC . Indice de PVPP

levadura decolorables | totales (mg/L) matiz

32F 422 +55,5a 452 +37,5a 12,1+16a 51,9t6,1a 79,9+3,6a

22H 479+53,0a 483+70,3a 10,2+3,2a 52,8+4,3a 78,1+5,4a

32C 451+91,4a 469+t77,5a 10,4+1,2a 57,8+2,1b 76,4+12,4a

F-ratio 1,53 0,53 2,07 4,51 0,43

P-value 0,238 0,594 0,148 0,022 0,653

IC: Intensidad Colorante.
Letras distintas en la misma columna y en cada grupo de datos indican diferencias significativas al 95 % para cada
parametro analizado.

El color es uno de los atributos mas importantes que determinan la calidad y el
caracter de un vino. No sélo hace que un vino sea mdas o menos atractivo sino que también nos
muestra informacién sobre su forma de elaboracion, evolucién en el tiempo o estado
polifendlico del vino. El color lo podemos medir por medio de la intensidad colorante y la
tonalidad o matiz (Glories, 1978) que indica la proporcién del amarillo frente al rojo.

Analizando los resultados obtenidos en el andlisis estadistico ANOVA, por una lado se
puede observar que la cepa de levadura 32 F es la que mejores valores de intensidad colorante
mantiene en el vino y también la que menos tonalidad produce lo cual significa que en esos
vinos hay una menor concentracion de componentes rojos que amarillos, aunque las tres
cepas de levaduras producen una tonalidad inferior a 60. Por otro lado, la cepa de levadura 22
H es la que provoca menores valores de IC lo cual se puede deber a que las paredes celulares
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de la cepa de la levadura adsorben los antocianos o porque la presencia de la enzima
B-glucosidasa rompe los enlaces B-glucosidicos que existen entre el antociano y el azlcar,
haciendo que los antocianos sean mas oxidables y por tanto disminuya su intensidad colorante
(Valls et al., 2000).

Los métodos que establecen la concentracidon de antocianos no decolorables y totales
tienen distinto fundamento y por eso los valores no son coincidentes y tampoco
proporcionales al cuantificar fracciones diferentes de antocianos. Para los vinos de la variedad
de uva Garnacha donde se han empleado las cepas de levaduras 32 F, 22 Hy 32 C no existen
diferencias en el contenido de antocianos totales ni en la fraccién de antocianos no
decolorables.

Los resultados obtenidos en el andlisis estadistico ANOVA en relaciéon con la
composicion tanica de los vinos de la variedad Garnacha que han sido inoculados con las cepas
de levaduras 32 F, 22 H y 32 C que se recogen en la tabla 6, muestran que las cepas de
levaduras sélo producen diferencias significativas (P<0,05) en el indice de polifenoles.

Se busca una cepa de levadura que pueda extraer la maxima cantidad de compuestos
fendlicos y eso se consigue en aquellos vinos que tengan un IPT alto, ademds la mayor parte de
estos polifenoles deben estar polimerizados entre ellos. El vino elaborado con la cepa de
levadura 32 C es el que se encuentra por encima de las demas, no existiendo diferencias
significativas con la 22 H y ademas es la que contiene los taninos mads polimerizados aunque
sin diferencias significativas con las otras cepas.

Tabla 6: Medias, desviacién estandar y ANOVA de los pardmetros relacionados con la
astringencia en vinos de la variedad Garnacha elaborados con las cepas de levadura
seleccionadas.

Cepa de .
I.DMACH % IPT Taninos (g/L)
levadura
32F 54,5+8,0a 63,7+6,6a 1,99+0,32a
22H 60,6 +11,1a 69,7+6,4b 2,01+0,39a
32C 53,9+94a 69,9+4,8b 2,31+0,54a
F-ratio 1,34 3,19 1,62
P-value 0,282 0,049 0,218

I.DMAH%: Porcentaje del indice de DMACH; IPT: indice de polifenoles totales.
Letras distintas en la misma columna y en cada grupo de datos indican diferencias significativas al 95 % para cada

parametro analizado.
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5.4 EFECTO DE LAS CEPAS DE LEVADURA 32 F, 22 H Y 32 C EN LOS PARAMETROS
GENERALES Y POLIFENOLICOS DE LOS VINOS ELABORADOS CON LA VARIEDAD CABERNET
SAUVIGNON.

A continuacién se agrupan en la tabla 7 los resultados obtenidos en el analisis
estadistico ANOVA para los 2 Brix del mosto al inicio de la fermentacién y para los parametros
generales del vino Cabernet Sauvignon que han sido fermentados en presencia de las cepas de
levaduras 32 F, 22 Hy 32 C. Se puede observar que no existen diferencias significativas excepto
en la acidez volatil y en la acidez total (P< 0,05).

Tabla 7: Medias, desviacidn estandar y ANOVA de los pardmetros convencionales de
los vinos de Cabernet Sauvignon elaborados con las cepas de levadura seleccionadas.

Cepade 2 Brix del Acidez volatil Acidez total .
L. . pH .. 2 Alcohdlico
levadura mosto al inicio | (g/L acético) (g/L tartarico)
32F 23,5+13a 0,34+0,02b 3,33+0,13a 5,5+0,4 ab 12,8 +0,2a
22H 23,3+13a 0,28+0,02 a 3,33+0,08a 59+09b 11,9+0,3a
32C 234+19a 0,31+0,05b 3,41+0,12a 5,05+0,03 a 12,3+09a
F-ratio 0,03 8,44 2,1 5,01 1,97
P-value 0,973 0,002 0,144 0,015 0,162

Letras distintas en la misma columna y en cada grupo de datos indican diferencias significativas al 95 % para cada
parametro analizado.

La acidez volatil que presentan los vinos elaborados con la variedad Cabernet
Sauvignon es muy aceptable, por encima de 0,25 g/L, teniendo en cuenta lo que se comentd
previamente no habria que desechar ninguna de las cepas de levaduras. Ademas la cepa de
levadura 22 H da lugar a unos vinos con una acidez volatil de 0,28 g/L, muy adecuada,
encontrandose por debajo de los valores que producen las otras dos cepas en los vinos de
Cabernet Sauvignon. El pH obtenido, el cual estd influenciado por el pH inicial del mosto, es
similar en todos los ensayos y adecuado para no encontrar problemas microbioldgicos a lo
largo del tiempo. El grado alcohdlico se encuentra entre 11-12, valores mas bajos que Merlot
(tabla 1) y Garnacha (tabla 4), pero no existen diferencias entre las cepas de levaduras 32 F, 22
Hy 32 Cya que se ve influenciado por la variedad de uva.

En la tabla 8 se agrupan los valores en relacion al color de los vinos que después de
tres meses embotellados fueron analizados. Tras el analisis estadistico ANOVA de estos datos
se observa que las diferentes cepas de levaduras codificadas como 32 F, 22 Hy 32 C empleadas
en la vinificacién de Cabernet Sauvignon influyen de manera significativa (P<0,05) Unicamente
en la fraccién de antocianos no decolorables, en la tonalidad y en el indice de PVPP. Los otros
parametros, antocianos totales e intensidad colorante no presentan diferencias significativas
en funcién de la cepa de levadura empleada.

En el caso de la variedad de uva Cabernet Sauvignon los antocianos no decolorables se
ven influenciados por las cepas de levaduras 32 F, 22 Hy 32 Cy por tanto aparecen diferencias
significativas (P<0,05). Se observa que la cepa de levadura 22 H es la que mejor mantiene el
color en los vinos en comparacién con las cepas 32 F y 32 C. Las diferencias que se encuentran
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en este parametro entre las cepas de levaduras pueden ser causadas por la diferente
adsorcién de los antocianos por parte de la pared celular de éstas o a que producen mayor
cantidad de acetaldehido y por tanto estabilizan los antocianos evitando que se pierda el color
de los vinos (Morata et al., 2016). Ademas, ésta pérdida de color puede estar causada por la
ruptura de los enlaces B-glucosidicos por parte de la enzima B-glucosidasa la cual hace que se
libere el antociano del azucar, haciendo que el antociano sea mas oxidable y pierda intensidad
colorante.

El indice de PVPP es una estimacién de la unién de los antocianos con los taninos,
como se observa en la tabla 8 la cepa de levadura 32 C empleada en los vinos de la variedad
Cabernet Sauvignon es la cepa con la que mayor indice de PVPP se ha obtenido en los vinos,
habiendo diferencias significativas con las otras cepas de levaduras, por tanto la cepa de
levadura 32 C es la que mejor estabiliza el color de los vinos. Sin embargo esta estabilidad del
color, en el ensayo 32 C no se traduce en un incremento de IC, ni en una mayor concentracion
de antocianos no decolorables.

Tabla 8: Medias, desviacion estandar y ANOVA de los pardmetros relacionados con el
color en vinos de la variedad Cabernet Sauvignon elaborados con las cepas de levadura
seleccionadas.

Cepa de Antocianos no Antocianos Tonalidado |. .
IC i Indice de PVPP

levadura decolorables | totales (mg/L) matiz

32F 537 +78,8 ab 488 £ 5,3 ab 16,6 +0,9a 56,7+7,6b 21,2+49a

22H 606 +101,4 b 528+79,0b 16,8+1,7a 48,3+1,3a 22,1+8,1a

32C 442 £182,1a 429+1443a 16,7+3,3a 60,5+ 11,4 b 50,7+3,9b
F-ratio 3,7 2,25 0,02 5,53 72,43
P-value 0,050 0,127 0,976 0,010 0,000

IC: Intensidad Colorante. indice de PVPP: indice de polivinilpolipirrolidona.
Letras distintas en la misma columna y en cada grupo de datos indican diferencias significativas al 95 % para cada
parametro analizado.

En la tabla 9 se recogen los resultados obtenidos tras analizar estadisticamente los
pardmetros relacionados con los polifenoles astringentes del vino mediante ANOVA. En base a
estos resultados se observa que no existen diferencias significativas entre las cepas de
levaduras 32 F, 22 Hy 32 C empleadas en la variedad de vino Cabernet Sauvignon. El contenido
en taninos esta comprendido entre 2,65y 3,81 g/L, dando lugar a unos vinos con una tanicidad
elevada, siendo ésta mas alta que la obtenida en los vinos de las variedades Merlot (tabla 3) y
Garnacha (Tabla 6), ya que es una uva que da lugar a vinos tanicos y secos.
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Tabla 9: Medias, desviacién estandar y ANOVA de los parametros relacionados con la
astringencia en vinos de la variedad Cabernet Sauvignon elaborados con las cepas de levadura

seleccionadas

Cepa de .
I.DMACH % IPT Taninos(g/L)
levadura
32F 30,3+12,8a 54,9+4,08 a 2,80+1,50a
22H 22,4+6,7a 56,1+79a 3,81+0,98a
32C 31,9+169a 53,9+7,6a 2,65+0,97 a
F-ratio 1,41 0,23 6,25
P-value 0,264 0,798 0,609

I.DMAH%: Porcentaje del indice de DMACH; IPT: indice de polifenoles totales.
Letras distintas en la misma columna y en cada grupo de datos indican diferencias significativas al 95 % para cada
parametro analizado.

5.5 ANALISIS DE LA INTERACCION DE VARIEDADES DE UVA Y CEPAS DE LEVADURA
EMPLEADA EN LA ELABORACION DE LOS VINOS MERLOT, GARNACHA Y CABERNET
SAUVIGNON.

Con el fin de conocer si existe un comportamiento igual entre las distintas cepas de
levadura codificadas como 32 F, 22 H y 32 C empleadas en las variedades de uva Merlot,
Garnacha y Cabernet se realiza un analisis estadistico ANOVA multifactorial. En éste se toman
como variables dependientes los parametros generales, los relacionados con el color y los
relacionados con la astringencia y como factores que determinan la variabilidad se toman las
cepas de levaduras y las variedades de uva. También se estudia la interaccién entre los
factores, con el objetivo de conocer si cada cepa de levadura se comporta igual en todas las
variedades de uva.

Observando la tabla 10, en la cual se recogen los resultados del analisis estadistico
ANOVA para los parametros generales, se observa que existen diferencias significativas en
todos ellos para las variedades de uva y Unicamente en la acidez volatil para las cepas de
levaduras. Los vinos que se vinificaron con la levadura 32 F tienen 0,41 g/L de acido acético,
mientras que la cepa de levadura 22 H produce vinos con valores de 0,36 g/L y la 32 C da
valores intermedios, pero todas ellas se encuentra muy por debajo del limite maximo que
marca la D.O. Utiel-Requena (1g/L). Se ha encontrado una interaccidén en este parametro para
la interaccion variedad x levadura (P= 0,0001), es decir, las levaduras no tienen el mismo
comportamiento en las tres variedades. Concretamente es la cepa de levadura 22 H la que
produce los valores mas bajos de acidez volatil en las variedades Garnacha y Cabernet
Sauvignon, pero es la que mas acidez volatil produce en Merlot. En la acidez total también hay
interaccion entre la variedad de uva y la levadura, ésta estd causada por la diferente
composicion de la materia prima.

En cuanto al pH se obtiene valores similares en todos los vinos elaborados
independientemente de la cepa de levadura empleada. El grado alcohdlico no se ve afectado
significativamente por parte de las levaduras sino que depende de la variedad de uva
empleada al igual que de su estado de madurez.
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Tabla 10: Medias, desviacidon estandar y ANOVA de los parametros relacionados con
los pardmetros generales de los vinos elaborados con cepas de levadura comunes a Merlot,
Cabernet Sauvignon y Garnacha y su interaccion.

Cepa de 2 Brix del Acidez volatil Acidez total L.
levadura mosto al inicio | (g/L acético) PH (g/L tartérico) * Alcohslico
Variedad uva
Merlot 24,5+0,8b 0,37+0,08 b 3,76 0,07 b 4,7+0,3a 14,8+1,04c
Garnacha 23,8+0,7 a 0,39+0,09 b 3,40+0,04 a 4,62+0,7 a 13,1+0,40b
Cabernet
Sauvignon 23,4+15a 0,31+0,04 a 3,36+£0,10a 55+0,6b 12,0+£0,6 a
F-ratio 7,28 7,58 135,58 16,16 96,31
P-value 0,0013 0,001 0,0000 0,00000 0,0000
Levaduras
32F 23,9+1,09a 0,41+0,11c 3,50+0,22a 51+0,6a 13,0+1,09a
22H 23,8+1,0a 0,36+0,06 b 3,49+0,22a 4,8+0,9a 13,3+1,2a
32C 23,8+1,3a 0,31+0,03a 3,53+0,18a 49+0,5a 13,7+1,7a
F-ratio 0,04 12,86 0,34 1,22 1,93
P-value 0,958 0,000 0,714 0,301 0,153
Interaccion variedad x levadura
F-ratio 0,03 6,59 1,04 7,25 1
P-value 0,998 0,0001 0,394 0,0001 0,411

Letras distintas en la misma columna y en cada grupo de datos indican diferencias significativas al 95 % para cada
parametro analizado

En la tabla 11 se encuentran los resultados obtenidos al analizar estadisticamente
mediante un ANOVA multifactorial los pardmetros relacionados con el color. Se observa que
las cepas de levaduras no tienen efecto significativo sobre la intensidad colorante, tonalidad ni
sobre el indice de PVPP, sin embargo, si que aparecen diferencias significativas en los factores
antocianos no decolorables y totales. La cepa de levadura 32 C produce vinos con mayor
contenido en antocianos totales mientras que la cepa de levadura 22 H es la que da lugar a
vinos con mayor concentracion de antocianos no decolorables, es decir, permite producir vinos
mas estables en el tiempo. Por otra parte, se observa una interaccidon en el pardmetro de
tonalidad (P= 0,035) ya que las cepas de levaduras no se comportan igual en las tres
variedades de uva. La cepa 32 F es la que produce vinos con mayor tonalidad en la variedad
Cabernet Sauvignon en comparacion con los resultados obtenidos de tonalidad en los vinos de
Merlot y Garnacha. Por ultimo, se ha encontrado también interaccion para el indice de PVPP
(P=0,000) donde la cepa 32 C produce los valores mas bajos en los vinos de Merlot y Garnacha,
pero los mas altos en los vinos de la variedad de uva Cabernet Sauvignon.
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Tabla 11: Medias, desviacién estandar y ANOVA de los parametros relacionados con el
color de los vinos elaborados con cepas de levadura comunes a Merlot, Cabernet Sauvignon y
Garnacha y su interaccién.

Cepa de Antocianos no Antocianos Tonalidado |. .
levadura decolorables | totales (mg/L) Ic matiz Indice de PVPP
Variedad uva
Merlot 538+51b 492 +54 3 9,1+2,08a 70,8+4,4b 37,4+7,4b
Garnacha 529+70b 468+ 63 a 109+2,3b 54,2 +£5,04 a 78,1+79¢c
Cabernet
Sauvignon 451+ 141a 482 £ 47a 16,7+2,1c 55,2+9,2a 32,3+15,0a
F-ratio 6,65 0,65 90,27 54,2 152,2
P-value 0,002 0,523 0,000 0,000 0,000
Levaduras
32F 491+74a 479 54 ab 12,4+3,5a 59,4+9,4a 47,7+25,1a
22H 558 +88 b 452 +63 a 12,05+4,03 a 57,3+10,3a 44,5+25,4 a
32C 468 +120 a 512+97b 12,3+4,2a 63,5+9,9a 54,6 +189a
F-ratio 6,28 4,48 0,06 2,75 1,34
P-value 0,003 0,014 0,941 0,070 0,289
Interaccion variedad x levadura
F-ratio 1,76 0,98 1,24 2,73 20,77
P-value 0,146 0,425 0,301 0,035 0,000

IC: Intensidad Colorante. indice de PVPP: indice de polivinilpolipirrolidona.

Letras distintas en la misma columna y en cada grupo de datos indican diferencias significativas al 95 % para cada
parametro analizado.

Con respecto a los datos recogidos en la tabla 12, donde aparecen los resultados del

andlisis estadistico ANOVA multifactorial sobre relacionados con la
astringencia de los vinos, se puede decir que las cepas de levadura no tienen un efecto

significativo sobre éstos (P>0,05). Sin embargo si que influye el tipo de uva en todos los

los compuestos

pardmetros que se han estudiado, lo cual esta relacionado con la diferente composicién de las
variedades de uvas y la velocidad con la que aparece el etanol durante la maceracién ya que
cuanto antes aparezca, mayor cantidad de taninos se extrae. Por otro lado, la interaccidén nos
permite conocer que ninguna de las cepas de las levaduras ensayadas afecta a la composicion
relacionada con la astringencia de los vinos.
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Tabla 12: Medias, desviacién estandar y ANOVA de los parametros relacionados con la

astringencia de los vinos elaborados con cepas de levadura comunes a Merlot, Cabernet
Sauvignon y Garnacha y su interaccién.

Variedad de .
I.DMACH % IPT Taninos (g/L)
uva
Variedad de uva
Merlot 53,9+79b 47,1+3,5a 1,79+0,26 a
Garnacha 56,3+9,7b 67,8+6,5c 1,79+0,44 a
Cabernet
Sauvignon 28,2+13,09 a 55,02+6,5b 2,06+0,90b
F-ratio 59,67 90,92 6,69
P-value 0,000 0,000 0,002
Levadura
32F 46,2 +20,6 a 55,3+8,3a 1,83+0,67 a
22H 46,3+22,6a 57,7+10,9a 1,83+1,06a
32C 45,9+188a 56,9+11,4a 1,96+0,61a
F-ratio 0 0,4 1,29
P-value 0,997 0,672 0,281
Interaccion
F-ratio 1,81 1,31 0,74
P-value 0,137 0,273 0,565

I.DMAH%: Porcentaje del indice de DMACH; IPT: indice de polifenoles totales.

Letras distintas en la misma columna y en cada grupo de datos indican diferencias significativas al 95 % para cada
parametro analizado.
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6. CONCLUSIONES

Basandose en los resultados obtenidos en este estudio, se pueden extraer una serie de

conclusiones de los efectos que tienen las tres levaduras previamente seleccionadas de una

bodega de D.O. Utiel-Requena sobre los vinos tintos de Merlot, Garnacha y Cabernet

Sauvignon.

1.

4.

Las cepas de levadura ensayadas 32 F, 22 H y 32 C concluyen la fermentacion
completamente.

La cepa de levadura 32 C obtiene vinos con un indice de polifenoles totales elevado en
la variedad de uva Garnacha y vinos con alta tanicidad en la variedad Merlot, sin que
aparezcan diferencias significativas de estos pardmetros en Cabernet Sauvignon. Esto
puede deberse a que se trata de una levadura con una cinética de fermentacion
rapida, al menos en Merlot y Garnacha, lo cual permite extraer mayor cantidad de
taninos.

En cuanto a la cepa de levadura 22 H, se puede decir que es la que presenta una
menor actividad B-glucosidasa y por lo tanto mantiene mads estable el color de los
vinos. Esto se puede observar en que produce vinos con un alto contenido en
antocianos no decolorables en las variedades de uva Merlot, Garnacha y Cabernet
Sauvignon.

Teniendo en cuenta estos resultados se puede decir que la levadura no influye de
forma tan significativa en la modificacién de los compuestos fendlicos de los vinos
como lo hace la variedad de uva.
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