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Resumen

La crianza convencional en barrica es una técnica costosa, especialmente, cuando se pretende
una renovacion frecuente de los parques de barricas. Ademas, supone un complicado manejo de
los vinos en multiples recipientes de pequefio tamafo. En la actualidad existen alternativas para
el envejecimiento de los vinos, que pueden ser realizadas en depdsitos de acero inoxidable con
un menor coste y una gestion mas facil, permitiendo ademas la obtencion de una calidad
comparable a la del sistema tradicional.

En este marco la crianza sobre lias asociada a microoxigenacién y uso de chips de madera de
roble, supone una combinacién de técnicas compatibles y complementarias para llegar a la
obtencién de un producto de elevada calidad a bajo coste.
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La autolisis de levaduras

La crianza sobre lias es una técnica de envejecimiento tradicional para la crianza de vinos
blancos utilizada originalmente en las elaboraciones de vinos fermentados en barrica en
Borgofia (usualmente a partir de la variedad Chardonnay) y en el envejecimiento en botella de
los vinos espumosos (Champagne, Cava). Su importancia radica en las caracteristicas
peculiares que aporta a los vinos y que tienen su origen en la autolisis de las levaduras y la
cesién de compuestos de las estructuras celulares durante el tiempo de crianza sobre lias.

La autolisis de levaduras ha sido estudiada por diversos autores [1-8], es un proceso que
sucede tras la muerte de las levaduras y que consiste en la ruptura y degradacién de las
estructuras celulares por su propia dotacién enzimatica. Charpentier y Freyssinet [9] plantean
cuatro etapas diferenciadas a lo largo del proceso:

= |nicialmente las actividades de las enzimas endo- y exo-B-(1,3)-glucanasas liberan una
mezcla de polisacaridos y de cadenas cortas oligosacaridicas. Una fraccién de estos
polisacédridos corresponde a las manoproteinas unidas covalentemente al glucano de la
pared intacta.

= Posteriormente, la hidrélisis parcial del glucano provoca una desestabilizacion de la
estructura de la pared, que supone una liberacion de manoproteinas de elevado peso
molecular con bajos contenidos de glucosa y que provienen mayoritariamente de la zona
periplasmica.

= En una etapa mas tardia continta la degradacién de los glucanos de la pared por las B-(1,3)-
glucanasas en los restos de pared y en el medio extracelular.

= Finalmente las exo-B-(1,3)-glucanasas, solubilizadas en el medio, degradan el glucano unido
a las manoproteinas y estas ultimas a su vez pueden ser hidrolizadas por a-manosidasas y
por otras proteasas que liberan peptidomananos de menor tamafo.
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Moléculas liberadas durante la autolisis

Consecuencia de esta ruptura y fragmentacién del material celular son liberados al vino
moléculas de distinta naturaleza y que afectan a su equilibrio coloidal, estructura, estabilidad de
color y perfil aromatico, con importantes repercusiones organolépticas. Las moléculas
mayoritariamente liberadas se pueden clasificar segun el siguiente esquema [10-12] como
procedentes del interior celular o bien de las paredes (Figura 1):

= Contenido celular: nucledtidos y nucledsidos (se comportan como agentes de flavor),
aminoé4cidos y péptidos (actuan como precursores de aromas, algunos pueden presentar
sabores dulces o amargos y juegan un importante papel como activadores de la fermentacion
malolactica).

= Pared celular: Glucanos y manoproteinas (activadores del crecimiento de bacterias lacticas,
presentan interacciones con volatiles aromaticos, tienen un importante papel en la
modificacion de la estructura y densidad en boca y actian como coloides protectores
estabilizando la materia colorante, evitando precipitaciones tartaricas y quiebras proteicas).
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Figura 1. Compuestos liberados al mosto durante la autolisis de las levaduras.

La repercusiéon en el perfil aromatico del vino debido a moléculas volatiles procedentes de la
autolisis es notable. En el estudio de la autolisis en vinos modelo (medio hidroalcohdlico con 12
% de etanol v/v tamponado a pH 3,5) con cepas de Saccharomyces cerevisiae a temperaturas de
15-20 °C o 35-40 °C, Chung [13] detectd entre 80-100 compuestos volatiles que se pueden
clasificar en los siguientes grupos [14]:

= Esteres: Identificados hasta 39 compuestos la mayoria ésteres etilicos de acidos grasos y
que aportan al perfil aromatico del vino notas frutales.

= Alcoholes: Identificados hasta 15 moléculas que se pueden clasificar en dos grupos
mayoritarios. Alcoholes terpénicos, con aromas tipicos de las variedades moscatel y
alcoholes superiores, con aromas herbaceos, medicinales o florales (2-fenil-etanol).

= Aldehidos: Identificados has 10 compuestos diferentes de los cuales el mayoritario es el
metil-3-butanal, que supone un 40% del total y que aparece en cantidades superiores a su
umbral de percepcion. También otros interesantes por su perfil aromatico como el
benzaldehido.



= Compuestos azufrados: aumentan a lo largo de la crianza sobre lias, se ha identificado como
interesante la vitisparina, derivado norisoprenoide con aromas que recuerdan al eucaliptus.

= Lactonas: Identificados 8 compuestos con aromas similares a los que presenta la nuez de
coco (a-decalactona). Otra lactona de gran interés es el sotolén con umbrales de percepcién
inferiores a 0,1 pg/L. El sotolén aparece en vinos que han sufrido largos envejecimientos y
crianzas sobre lias como sucede en los champagnes de largos envejecimientos y en los
vinos del Jura.

Papel de la madera. Los chips como sustitutos de la barrica

Si a la crianza sobre lias se le suma que se realiza en depdsito en presencia de madera de
roble (chips), o en barrica, se pueden aumentar los contenidos en determinados volatiles
procedentes de la madera como lactonas, fenoles volatiles, derivados furanicos, aldehidos
fendlicos, [15, 16] que a su vez pueden ser modificados por bacterias y levaduras a otros
volatiles, en ocasiones de bajo umbral de percepcidon e interesante perfil organoléptico, como el
guaicol, el 4-vinilguaiacol y el 4-etilfenol (aportan aromas ahumados, especiados y animales).

Del mismo modo, durante la crianza en barrica de vinos tintos en presencia de lias, se ha
detectado recientemente [17] una molécula de agradable perfil organoléptico, el furfuriltiol, cuya
sintesis es debida a la reaccion del furfural procedente de la madera con el SH, que se origina
en las lias. Esta molécula presenta aromas que recuerdan al café tostado y que tendria una
repercusién interesante en el bouquet de los vinos envejecidos.

El envejecimiento sobre lias combinado con el uso de chips, permite suavizar los aportes de la
madera [18], lo que ayuda a reducir su impacto organoléptico y evitar el problema cada vez mas
extendido, de los vinos maderizados, en los que el perfil aromatico varietal y fermentativo,
quedan completamente eclipsados bajo los tipicos aromas de tostados y especiados,
procedentes de la madera de roble.

Por otra parte la liberacion en el vino durante la autolisis de una carga coloidal tan importante,
supone un incremento de la estructura en boca, acentuando la sensacion de untuosidad y de
densidad [19]. Esto contribuye notablemente a un aumento de la permanencia en boca de los
vinos y por tanto a una mayor complejidad, y como consecuencia de la interacciéon de los
polisacaridos liberados durante la autolisis y la fraccién polifendlica (procianidinica y elagica)
se consigue una mejora en la astringencia [20]. Ademas la repercusién en la mayor estabilidad
de color en presencia de autolisados de levaduras, se fundamenta en la proteccién de la
estabilidad coloidal que produce la presencia en el vino de polisacaridos y manoproteinas.

Microoxigenacién

La microoxigenaciéon es una técnica de reciente desarrollo, pero de extendida aplicacién en la
elaboracion de vinos tintos. Su uso durante la etapa de desarrollo celular al inicio de la
fermentacion permite acelerar el crecimiento y reproduccion celular. En las fases finales de la
fermentacion, cuando las condiciones del mosto son marcadamente anaerobias, permite la
sintesis de acidos grasos insaturados y otros esteroles que son imprescindibles para el correcto
funcionamiento celular [21, 22].

Ademas de la utilidad de las aplicaciones de oxigeno como activadores de fermentacion,
también existe otra faceta de la microoxigenacion [23-25] en el envejecimiento de los vinos
(especialmente de la fraccién fendlica) y en la estabilidad de la materia colorante. Durante el
envejecimiento en barrica de los vinos tintos se producen una serie de reacciones de evolucion
de la fracciéon fendlica. De estas son fundamentalmente importantes las reacciones de
polimerizacion entre antocianos y procianidinas. Esta polimerizacién supone la sintesis de
formas de color de mayor estabilidad y persistencia en el vino, y que a su vez implica un
desplazamiento hipsocrémico de la Amax de absorcién de la antocianina. Debido a esto, los
vinos tintos jévenes tienen tonalidades violdceas y durante el envejecimiento tienden hacia los
tonos anaranjados y tejas. Normalmente estas reacciones de polimerizacién son lentas, sin
embargo se ven notablemente aceleradas en presencia de acetaldehido.
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Figura 2. Formacion de pigmentos poliméricos mediada por acetaldehido.

El acetaldehido actua como molécula puente facilitando la unién de antocianos con
procianidinas entre posiciones nucleofilicas de sus anillos aromaticos [26]. Estas moléculas
ademas de ser estructuralmente mas estables, poseen una mayor estabilidad de color frente a
cambios de pH y son menos sensibles a decoloraciéon por SO, [27-30].

La naturaleza de las moléculas sintetizadas se ha estudiado detalladamente por diversos
autores [31, 32] y se han propuesto distintos modelos de uniéon entre distintos isdmeros de
catequinas y antocianos (Figura 2). El factor fundamental es la proteccién que produce la
procianidina sobre el antociano, debido al impedimento estérico que supone frente al ataque
nucledfilo por moléculas de agua [33-38]. Este ataque nucledfilo en antocianos libres supone el
primer paso en su evolucion a pseudobases carbinol calconas (formas no coloreadas) y por
tanto sin un papel importante en el color de los vinos.

Levaduras seleccionadas para crianza sobre lias

Uno de los principales problemas de la crianza sobre lias de vinos tintos es el desarrollo de
aromas desagradables especialmente de reducciéon y la dificultad de dirigirla sin producir
desviaciones organolépticas. Una forma tradicional de reducir los problemas de la crianza sobre
lias, intentando aportar solo restos de levaduras, es la crianza sobre lias finas, que supone
trasegar el vino tras la fermentaciéon y dejarlo en contacto solo con las levaduras que se
encuentran en suspensiéon. De este modo se reduce la cantidad de levaduras con las que se va a
realizar la crianza y se eliminan otros contaminantes que aumentan las posibilidades de generar
aromas de reduccion sulfhidricos.

Otra forma tecnoldégicamente mas interesante, es el aporte postfermentativo de levaduras
especialmente seleccionadas para facilitar la crianza sobre lias. Esto permite poner en contacto
el vino terminado, con levaduras de una uUnica especie, que se han producido exégenamente y
que incluso pueden ser pasterizadas para reducir contaminaciones bacterianas.

La seleccion de levaduras para ser utilizadas en crianza sobre lias debe considerar una baja
adsorcion de antocianos en paredes celulares, ya que las cepas de levadura tienen una notable
capacidad para adsorber antocianos, especialmente derivados cinamilicos [39], que son los que
presentan rojos mas azulados. Se pueden seleccionar levaduras que adsorban antocianos en
porcentajes préoximos al 1%, presentando muchas cepas comerciales valores entre el 3 y el 6%
[40] para el contenido de antocianos totales, pero que pueden oscilar del 10 al 30% para los
derivados cinamilicos.

En la seleccion de levaduras para crianza sobre lias se deben buscar cepas con una rapida
autolisis y que liberen fragmentos de polisacaridos de pequefio peso molecular, lo
suficientemente grandes para modificar densidad y estructura en los vinos, pero |lo
suficientemente pequefos para que sean estables en dispersion coloidal en el vino y que no
precipiten o causen turbideces. Se ha estudiado por varios autores la evolucion de la fraccion
de polisacaridos con pesos moleculares entre 3000 y 75000 Daltons por considerarse los
polimeros de tamafios mayores que pueden ser soportados en dispersion coloidal en los vinos.



La técnica habitualmente empleada para la separacion de polisacaridos en vinos es la
precipitacion en medio apolar &acido (por ejemplo, utilizando etanol acidificado con acido
clorhidrico). Asi, se consigue forzar la insolubilizacion de los polisacaridos, evitando la
precipitacion de sales de acidos organicos como tartratos y malatos. Posteriormente los
precipitados se deshidratan para eliminar el etanol y se resuspenden en agua, para realizar un
fraccionamiento por tamafo molecular mediante cromatografia de exclusién molecular. La
deteccion se realiza mediante detectores de indice de refraccion.

El seguimiento mediante esta técnica de la liberacion de polisacaridos en autolisados en medios
modelo permite seleccionar levaduras que liberen fragmentos de polisacaridos de un tamafio
molecular adecuado y que esta autolisis sea lo mas rapida posible. La Figura 3 muestra las
diferencias en la liberacion de polisacaridos por dos cepas de Saccharomyces un testigo
comercial la cepa S6U de Lallemand Inc. (Canada) y otra levadura, seleccionada para la
vinificacién de vinos tintos en Rioja (cepa 5CV).

Se puede observar a igual tiempo de autolisis, una mayor liberaciéon de polisacaridos por la cepa
5CV.
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Figura 3. Separacion cromatografica de polisacaridos para las cepas S6U y 5CV en medio
autolitico Feuillat. La separacién se ha realizado por cromatografia de exclusién molecular con
una columna Ultrahydrogel 250 (Waters, Mildford, MA) con separacién isocratica utilizando
NaNO3; 0,1 M como eluyente y deteccion por indice de refraccion.

Ademas del uso de levaduras seleccionadas de rapida autolisis, el proceso puede ser facilitado
a nivel industrial con la adicion de B-glucanasas, enzimas que hidrolizan los B-glucanos,
polisacaridos de estructura fibrilar que junto con la quitina ayudan a configurar la estructura de
la pared celular, formando un entramado que soporta las manoproteinas.

Los sistemas de envejecimiento que asocian el uso de chips, microoxigenacién y lias buscan
emular de manera artificial la crianza en barrica, produciendo evoluciones importantes en
tiempos mas cortos y especialmente reduciendo costes. Una de las fracciones mas sometidas a
variacion es la polifendlica y en especial la materia colorante. La Figura 4 muestra la evolucion
del contenido de antocianos totales monoméricos durante el envejecimiento con crianza sobre
lias con dosis de 1 g/L en cuatro ensayos distintos en los que se ha utilizado también
microoxigenacion y chips (Tabla 1). La crianza de vinos tintos en general, supone una pérdida
de antocianos monomeéricos, bien porque polimerizan a formas mas estables, bien porque son
degradados o evolucionan a formas no coloreadas. Se puede observar que el contenido inicial
en todos los casos estudiados oscila entre 230 y 250 mg/L y tras 130 dias de envejecimiento el
contenido de antocianos monoméricos oscila entre 140 y 180 mg/L.
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Figura 4. Antocianos totales en ensayos de envejecimiento con crianza sobre lias con una
levaduras seleccionada en dosis de 1 g/L frente a testigo sin adicién (T), uno de los ensayos se
ha adicionado ademas con 1 g/L de chips (T+L(1)+C), en otro se ha aplicado microoxigenacién
en dosis de 3 mL Oz por L y mes (T+L(1)+u) y en otro se ha aplicado microoxigenacion y chips
simultaneamente a la crianza sobre lias, en las dosis indicadas. Antocianos determinados
mediante cromatografia HPLC-PDA, en columna Novapack C18 300 mm (Waters, Mildford, MA)
con separacién en gradiente utilizando HCOOH:H,O/MeOH como eluyente y deteccién mediante
array de diodos.

Tabla 1. Ensayos de crianza sobre lias en vinos tintos con microoxigenacién y chips.

Microoxigenacion

Ensayo Lias (g/L) Chips (g/L) (mL de O3 por L de vino y mes)
T - - -
T+L(1) 1 - .
T+L(1)+u 1 - 3
T+L(1)+C 1 1 -
T+L(1)+C+u 1 1 3

Sin embargo, los polisacaridos liberados durante la crianza sobre lias tienen un efecto
protector, que permite una mayor persistencia en el vino de los antocianos mondmeros,
responsables de los colores azulados de los vinos tintos jovenes. En la Figura 1 se observa que
inicialmente el testigo (T) presenta un mayor contenido de antocianos que el resto de los
ensayos, por los antocianos que son retenidos en las lias adicionadas, pero el testigo tiende a
perder antocianos mondmeros mas rapido que los vinos con lias y a partir del dia 70 los de
crianza sobre lias tienen mas antocianos monédmeros que el testigo por el efecto protector de los
polisacéaridos liberados.

En los vinos en los que la crianza sobre lias se acompafia de microoxigenacién hay una pérdida
mas rapida de antocianos monoméricos porque esta técnica favorece la formacién de polimeros
de antocianos con otros flavonoides, ver Figura 4.

CONCLUSIONES

El uso combinado de las técnicas de crianza sobre lias, microoxigenacién y chips es una
alternativa interesante y de bajo coste a la crianza convencional en barrica. Las mejoras afectan
a la estabilidad de color, al incremento de la estructura y al perfil organoléptico. El uso de
levaduras seleccionadas con baja adsorcién de antocianos y rapida autolisis es el complemento
adecuado para acelerar esta técnica de crianza mejorando sus inconvenientes.
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