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1. Resumen

Las lias de vinificacion son un subproducto que se genera tras la fermentacion del
mosto de la uva. Estas lias tienen una composicion variable y estdn formadas
principalmente por levaduras. Una vez finalizada la fermentacion, tiene lugar la autolisis
de las levaduras, proceso que provoca la ruptura de las membranas y da lugar a la
liberacion de componentes intracelulares como polisacaridos, proteinas, aminoacido y
lipidos. Esta gran variabilidad de compuestos presentes en las lias ha permitido que sean

fuente de estudio para diversos usos en el campo de la enologia.

Las lias de vinificacion suponen alrededor de un 6% de cada tonelada de uva destinada
a vinificacion. Actualmente la mayoria de las bodegas destinan las lias de vinificacion

gue generan a obtener alcohol por destilacion.

El presente estudio pretende dar a conocer los resultados de la caracterizacion fisico-
quimicay nutricional de lias obtenidas de diferentes vinificaciones llevadas a cabo en tres
bodegas diferentes de la provincia de Cadiz, asi como su potencial tecnolégico con la
finalidad de poder utilizarlas como un nuevo ingrediente en el desarrollo de productos

agroalimentarios.

La caracterizacion fisico-quimica de las lias revela que la acidez total, el pH, la acidez
volatil y la concentracion de sulfuroso de éstas, puede estar influida por el tipo de
vinificacion y los tratamientos de conservacion llevados a cabo en la bodega. Respecto a
la caracterizacion nutricional de las siete muestras de lias analizadas, debe destacarse su
heterogénea composicién nutricional y su riqueza en proteinas y grasas, y a nivel

tecnoldgico la alta capacidad de formar emulsion.

Con los resultados obtenidos en la caracterizacion fisico-quimica, nutricional y
tecnologia se opto por el desarrollo de una emulsion a base de lias de vinificacion. Los
resultados de este trabajo pueden ser el inicio de una nueva linea de investigacion dirigida

al aprovechamiento de lias de vinificacion para la elaboracion de alimentos.



2. Summary

Wine lees are a by-product that is generated after the fermentation of the grape must.
These lees have a variable composition and are mainly made up of yeasts. Once the
fermentation is complete, autolysis of the yeasts takes place. This process causes the
rupture of the membranes and the consequent release of intracellular components such as
polysaccharides, proteins, amino acids and lipids. This great variability of compounds
present in the lees has allowed them to be a source of study for various uses in the

oenology field

These wine-lees are about the 6 % of each ton of grapes destined for vinification.

Now, most of the wineries destine the lees to obtain alcohol by distillation.

The present study aims to present the results of the physical-chemical and nutritional
characterization of lees obtained in different vinifications carried out in three different
wineries of Cadiz, as well as their technological potential in order to try to use them as

new ingredient in the development of agri-food products.

The physical-chemical characterization of the lees reveals that the total acidity, pH,
volatile acidity and sulphur dioxide concentration of the wine lees can be influenced by
the vinification style and the lees conservation treatments carried out in the winery. About
the lees nutritional characterization, we can highlight their heterogeneous composition
and the richness in proteins and fats; and at technological level, the wine lees high

capacity to form emulsions.

With the results obtained in the physic-chemical, nutritional and technological
characterization, we opted for the development of an emulsion based on vinification lees.
The result of this work may be the beginning of a new line of research aimed at the use

of winemaking lees for food processing.



3. Introduccioén

Las lias obtenidas de la fermentacion del mosto de la uva o lias de vinificacion, se
definen segun la regulacion europea EEC No. 337/979 como: “el sedimento formado en
la base del deposito o barril que contiene el vino después de la fermentacion, durante el
almacenamiento o después de realizar tratamientos autorizados al producto, asi como
los residuos obtenidos de la filtracion o centrifugacion de dicho producto”. Su
composicion es variable y estan formadas por microorganismos (mayoritariamente
levaduras), acido tartarico, coloides, polifenoles y materia inorganica (Pérez-Serradilla et
al., 2008).

Una vez finalizada la fermentacion, ocurren procesos de autolisis de las levaduras que
provocan la rotura de las membranas, y la consecuente liberacion de componentes
intracelulares, enzimas hidroliticas y la hidrélisis de biopolimeros intracelulares
(Guilloux-Benatier et al., 2003; Martinez-Rodriguez et al., 2000; Charpentier et al.,
1992). Por este motivo, la crianza de los vinos en contacto con las lias puede modificar el
perfil sensorial del vino final. Ademas, la liberacion de compuestos como polisacaridos,
proteinas, aminoacidos y lipidos, enriquecen nutricionalmente el vino (Lubbers et al.,
1993; Waters et al., 1993). Esta gran variabilidad de compuestos presentes en las lias ha
permitido que éstas se utilicen como activadores fermentativos (Escot et al., 2001) previo
un tratamiento enzimatico o térmico; o bien para la obtencion de extractos purificados de
manoproteinas, cuyo uso mejora la estabilizacion y cualidades sensoriales de los vinos
(Fernandez et al., 2011).

Las lias de vinificacion suponen alrededor de un 6 % de cada tonelada de uva
destinada a vinificacién (Pérez-Bibbins et al., 2015). A nivel mundial se producen
anualmente unos 37.5 millones de toneladas de uvas de vinificacion (OIV, 2016),

generandose 4.5 millones de toneladas de lias durante la elaboracién de los vinos.

Actualmente la mayoria de las bodegas destinan las lias de vinificacién a obtener
alcohol por destilacion (Dimou et al., 2016) y &cido tartarico salificado por cristalizacion
(Braga et al., 2002). No obstante, hay otras que acumulan lias junto con otros
subproductos vitivinicolas para la realizacion de compost. Este método permite la
obtencion de enmiendas organicas estables microbioldgicamente a partir de la
descomposicion de la materia organica mediante un proceso termofilico (Ruggieri et al.,
2009).



A nivel de investigacion, las lias han sido analizadas con distintos fines dada a su
composicion heterogénea. La presencia de compuestos de interés en las lias ha interesado
a las industrias farmacéuticas y cosméticas. De este modo diversos autores reportan la
posibilidad de extraccién de polifenoles mediante técnicas microondas (Pérez-Serradilla
et al., 2011) o de fluidos supercriticos (Wu et al., 2009) dado a sus beneficios a nivel
cardiovascular (Louli et al., 2004); o de lipidos de interés como el escualeno usado como
adyuvante en vacunas (Naziri et al., 2012). Ademas, la elevada carga nutricional de las
lias de vinificacion ha suscitado el interés de la investigacion biotecnoldgica. De este
modo Bustos et al., (2004) reportan que un medio de cultivo basado en lias a una

concentracion de 20 g/L favorece el desarrollo de bacterias lacticas.

Por otro lado, su contenido en materia organica ha convertido las lias en sustrato de
ensayo para biorefinerias. La industria quimica ha conseguido implantar a escala piloto
un sistema que permite la obtencion de etanol, tartratos y polifenoles, ademas de un
subproducto de lias que puede convertirse en un suplemento nutricional de Cupriavidus
necator para la produccion de poli(3-hidroxibutarato) mediante via fermentativa (Dimou
etal., 2015).

En los ultimos afios, otras investigaciones han permitido desarrollar un sistema de
obtencion de vino de calidad a partir de las propias lias (Fia et al., 2016), generando un
mayor volumen de vino final y aumentando el rendimiento y los beneficios de la bodega.
Sin embargo, a diferencia de los usos dados a otros subproductos que se generan en la
industria agroalimentaria, actualmente no estd desarrollado el uso de las lias de
vinificacion en al campo de la alimentacion humana. Cechini et al. (2016), Gomez et al.
(2004) y Hwang et al. (2009) indican que las lias de vinificacion presentan el potencial
necesario para su incorporacion en el procesado de alimentos y el aporte de sus

propiedades beneficiosas a la alimentacion.

Dado este precedente y siguiendo las directrices del Horizonte 2020, este trabajo
formaria parte de una nueva linea de investigacion enfocada al aprovechamiento de las

lias de vinificacion para el desarrollo de nuevos productos agroalimentarios.



4. Objetivo y finalidad de la investigacion

El aumento de la poblacion a nivel mundial y la necesidad de reducir los residuos
agroalimentarios, llevan a la necesidad de desarrollar nuevos alimentos a partir de
subproductos generados en la industria agroalimentaria. Por este motivo, se plantea como
objetivo general de este trabajo el estudio del potencial de reutilizacion de las lias de

vinificacion en la elaboracion de nuevos productos para la alimentacion humana.
Para ello se establecieron los siguientes objetivos especificos:

1. Caracterizacion fisico-quimica y nutricional de las lias gruesas producidas en
diferentes vinificaciones llevadas a cabo en la provincia de Cédiz.

2. Estudio de las propiedades tecnoldgicas de las lias de vinificacion.

3. Formulacion de un nuevo producto alimentario de origen vinico.

4. Caracterizacion y evaluacion tecnoldgica y sensorial del producto desarrollado.



5. Solucidn técnica

5.1. Material y métodos

5.1.1. Material

Para el desarrollo de esta investigacion se han utilizado lias de distintas vinificaciones.
En la tabla 1 se muestran los cddigos de cada una de las muestras, la bodega de
procedencia (1: bodega grande, 2 y 3: bodegas pequefias), la fecha de recogida y la

variedad de uva empleada en la elaboracién del vino.

Tabla 1. Especificaciones de las muestras

Variedad de uva (Vitis

Muestra Bodega Fecha de recogida
vinifera)
W1 1 3/11/16 Palomino Fino
w2 1 10/11/16 Palomino Fino
W3 2 27/10/16 Sauvignon Blanc
R1 1 3/11/16 Tempranillo
R2 1 10/11/16 Tempranillo
R3 2 27/10/16 Mezcla variedades tintas
R4 3 15/10/16 Tintilla de Rota

Para la realizacion de la toma de muestra se siguié la misma metodologia en todas las
bodegas. Las muestras de lias se recogieron en recipientes de 5 L y fueron trasladadas al
laboratorio, donde se congelaron y almacenaron a -20 °C en ausencia de luz hasta su

pretratamiento.

5.1.1.1. Pretratamiento de la muestra

Antes de iniciar los andlisis pertinentes, las muestras recibieron un pretratamiento.
Una vez descongeladas y atemperadas a temperatura ambiente, se decantaron por
gravedad y a continuacion fueron centrifugadas en una centrifuga TORNAX de
OrtoAlresa para eliminar la mayor cantidad de vino posible. Las lias centrifugadas se
almacenaron en toma-muestras de 100 mL y se ultracongelaron a -80 °C para su posterior
liofilizacion en un equipo modelo Vitris Benchtop K™ durante un periodo de 48 horas.
En el proceso de liofilizacion se han obtenido un rango de rendimientos entre el 8 % y el

14 %, ya que las muestras presentaban una elevada cantidad de liquido.

Obtenido el liofilizado, cada una de las muestras fueron homogeneizadas en

Thermomix TM31 a velocidad 5 durante 1 minuto y almacenadas posteriormente en



bolsas zip conservadas en un desecador automatizado ScienceWare para controlar la

humedad.

5.1.1.2.  Preparacion de las muestras

Debido a que algunas de las metodologias de anélisis estan adaptadas a muestras
liquidas, se prepararon matrices de lias sdlidas en disolucion para poder aplicar dichos
métodos. Para ello, en todos los casos se prepararon disoluciones de lias a una
concentracion del 2.5 % (p/v), las cuales se homogeneizaron durante 5 minutos con un
agitador magnético Agimatic-N de P-Selecta a 500 rpm y posteriormente en un bafio de
ultrasonidos Ultrasons de P-Selecta durante 5 minutos. Para eliminar los conglomerados
no disueltos, las disoluciones se centrifugaron durante 5 minutos a 5000 rpm a 20 °C en
un equipo Microfriger-BL de P-Selecta y finalmente se filtraron con filtros de nylon de

0.45 pm de Asimd Corp.

Para el resto de determinaciones (proteinas, grasas, actividad del agua, humedad,
sulfuroso, cenizas y antocianos totales) se utilizé la cantidad indicada de muestra en cada

método directamente.

5.1.2. Metodos
5.1.2.1.  Determinacion del pH (en agua) y contenido en acidez total (A.T.), acidez
volatil (A.V.) y sulfuroso

Para determinar el pH de la muestra se ha realizado una lectura directa con el pH-
metro modelo Basic20 de Crisson (Loveland, Estados Unidos) previamente calibrado con
soluciones tampon a pH = 4 y pH =7. Para la determinacion de la acidez total se siguid
el metodo de Tipo | del Compendio Internacional de Métodos Analiticos de la OIV (OIV-
MA-AS313-01), (OlV, 2017).

Para la determinacion de la acidez total se siguié el método empirico de destilacion
propuesto por Garcia (1976) basado en la destilacion fraccionada de una muestra de vino,
calentada a llama con el mechero Bunsen y la valoracion con NaOH 0,01 N de la fraccién
de destilado de 3.2 mL usando el volatimetro Garcia-Tena (GAB Sistematica Analitica,
Olerdola, Espafa). La cuantificacion de la acidez volatil se realizé mediante el calculo en

o/L de acido acético con la aplicacion de la siguiente formula:

AvoL (g/L HAC) = N x 3 x 0.0545

Donde: N es el valor de NaOH gastado en la valoracion.




Para la determinacién y cuantificacion del contenido en sulfuroso libre y total se ha
seguido la metodologia Tipo | propuesta en el Compendio Internacional de Métodos
Analiticos de la OIV (OIV-MA-AS323-04B) (O1V, 2017).

5.1.2.2.  Determinacion del contenido en humedad y actividad del agua (Aw)

Para la determinacion del porcentaje de humedad se ha seguido el método de Matissek
et al., (1992) recogido en “Analisis de los alimentos. Fundamentos, métodos y
aplicaciones”. La cuantificacion de la humedad se ha llevado a cabo mediante el calculo
del porcentaje de humedad que contenian las muestras, aplicando las siguientes

ecuaciones:

% Humedad = (W2/W1) x 100

W1 = Peso de la muestra (g)

W2 = Peso de la muestra desecada

5.1.2.3.  Determinacion del contenido en cenizas y minerales

Para la determinacion de las cenizas se siguio la metodologia recogida por Matissek
et al., (1992) en “Analisis de los nutrientes de los alimentos. Fundamentos, métodos y
aplicaciones”. Para realizar la carbonizacion se tomaron crisoles de porcelana de tamafio
medio y se colocaron sobre la Ilama de un mechero Bunsen. La carbonizacion de las
muestras fue llevada a cabo bajo campana extractora dada la alta cantidad de humo
desprendido en este proceso. Una vez carbonizadas las muestras se llevan a incinerar al
horno mufla Carbolite ELF 11/148 Sigma-Aldrich (Saint Louis, Estados Unidos), para

asi obtener el residuo blanco final que corresponde a las cenizas.

La cuantificacion del contenido de cenizas de las muestras se realiz6 mediante el

calculo de la cantidad que contenian las muestras aplicando la siguiente ecuacion:

Cenizas=A-B

A = Peso de crisol y cenizas tras incineracion en horno mufla

B = Peso crisol vacio, antes de la carbonizacion en el Bunsen




Para la determinacion del contenido mineral se siguié la metodologia propuesta por
Matissek et al., (1992).

Las muestras incineradas se redisolvieron en una mezcla acida. Una vez transcurrido
el tiempo de digestion acida, se sometieron a lavados con agua bidestilada y se filtraron
con papel Watman n° 54 libre de cenizas para luego realizar las medidas de los metales
de interés mediante la técnica ICP-AES con el equipo IRIS INTREPID de Thermo

Elemental (Alcobendas, Espafia).

5.1.2.4.  Determinacion del contenido en proteinas y grasas
Se determinaron las proteinas segun el método Kjeldahl mediante la medicion del
nitrégeno total propuesto por la AOAC (2000). Se emplearon reactivos de Panreac

(Barcelona, Espaiia) y equipamiento de Foss (Barcelona, Espafia).

Para la digestidn acida de las muestras se utilizé el digestor automatizado de muestras
Tecator™ con el recogedor de gases Scrubber SR210. Una vez finalizada la digestion se
realizo la destilacion por arrastre de vapor con el equipo Kjeltec™ 8200 y se valoro el
destilado con el TitroLine™ 5000.

La cuantificacion se realizd mediante el calculo del porcentaje en nitrégeno total y

aplicado a un factor de conversion a proteina mediante las siguientes ecuaciones:

% Nitrogeno Total = ((V2-V1)xN/W)x 1.4

% Proteina bruta= ((V2-V1)xN/W) x 1.4 xF

Donde:

W: El peso en gramos de la muestra problema

- V1: Volumen en mL de acido clorhidrico requerido en la valoracion del blanco

- V2: Volumen en mL de acido clorhidrico requerido en la valoracion de la
muestra

- N: Normalidad del &cido clorhidrico

- F=6.25 factor general para productos carnicos (FAO)




Para la determinacion de las grasas se siguio el método recogido por Matissek et al.,
(1992).

La extraccion de las grasas se ha realizado con el equipo Soxtec™ ST255 de Labtec™
Line de Foss (Barcelona, Espafia), permitiéndose optimizar el procedimiento de
extraccion. Este equipo permite realizar la extraccion soélido-liquido en un tiempo menor
que el rudimentario que aplica el cuerpo de un Soxhlet comdn con una muestra inserta en

el interior del sifon.

La cuantificacion se realiz6 mediante el calculo de la cantidad en gramos y porcentaje

de componentes grasos aplicando las siguientes ecuaciones.

Componentes grasos (g) = (P1- P2)

%Componentes grasos = (P2/P1) x 100

Donde:

- P1=Peso del cartucho con muestra previo a la extraccion

- P2 = Peso del cartucho con muestra tras la extraccion

5.1.2.,5.  Estudio del color en las muestras en sélido
Se realizaron las medidas de color con un espectrofotometro UV-Vis portatil modelo
CM-2600d Konica Minolta (Osaka, Japon).

5.1.2.6.  Determinacion del contenido en antocianos totales
Se determinan los antocianos totales por el método propuesto por el Australian Wine
Research Institute (AWRI). Se cuantificaron antocianos totales en mg de malvidin-3-

glucosido/g de lias se ha usado la siguiente formula:

(mg MSG) _ Abs muestra x FD x V final x 1000

g lias 500 x 100 x peso de la muestra

Donde:

- Abs muestra: Absorbancia de la muestra a 520 nm

- FD: factor de dilucion que se ha aplicado a la muestra

-V final: el volumen final toma el valor de 10.5 segun el método ya que nuestra
muestra pesa entre 0.95y 1.05 g

- 500: es el valor de la absorbancia de M3G al 1% p/v en una cubeta de 10 mm
a 520 nm




5.1.2.7.  Pretratamiento de la muestra y determinacion del contenido en taninos
totales

Para realizar la medida del contenido en taninos totales se decidid crear matrices de
las lias liofilizadas en agua bidestilada, pero no se observaron resultados satisfactorios,
ya que con este disolvente la extraccion de la fraccion polifendlica de las muestras era
nula. Llegado este punto y después de revisar protocolos sobre la extraccion de pigmentos
en distintas matrices (Nawaz et al., 2006, Carrera et al., 2012) se procedid a la elaboracion
de una comparativa entre distintos disolventes a distintas concentraciones en funcion de
medidas espectrofotométricas. En esta investigacion se han comparado los valores del
indice de Polifenoles Totales (IPT, absorbancia a 280 nm) obtenidos en matrices de lias
con etanol y metanol a distintas concentraciones. Se han creado matrices desde el 0 % de
concentracion de disolvente hasta el 100 %, en intervalos del 10 %, para poder observar
la variacion de un parametro del color de la matriz de muestra creada como es el IPT. Los

resultados obtenidos en los barridos de IPT se pueden observar en las figuras 1 y 2.

Absorbancia en funcion de la concentracion de Metanol
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Figura 1. Resultado del barrido de IPT con metanol
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Absorbancia en funcion de la concentracion de Etanol
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Figura 2. Resultado del barrido de IPT con etanol
Obtenidos estos resultados, para la determinacion del contenido total en taninos se
resuspendieron las muestras de lias liofilizadas en etanol al 50 % con agua bidestilada de

manera previa al analisis.

Para cuantificar el contenido en taninos totales se emplea la metodologia descrita por
Ribéreau-Gayon y Stonestreet (1966). Para la cuantificacion del contenido en taninos

totales se aplica la siguiente ecuacion:

Taninos totales (g/L) = (A1-A2) x 19.33

Al: Abs a 550nm de la muestra calentada

A2: Abs a 550nm de la muestra refrigerada

5.1.2.8. Determinacion de la capacidad antioxidante de las lias

Para el pretratamiento de las muestras para la realizacion de este andlisis se siguio la
metodologia propuesta por Hwang et al. (2009), para la estimacion del porcentaje de
secuestro del DPPH los protocolos propuestos por Blois (1958) y para la cuantificacion

de la actividad antioxidante la metodologia de Vazquez (2007).

La recta de calibrado de TROLOX obtenida se extrapolara con los resultados
obtenidos de las muestras para cuantificar en mg TROLOX/g lias. Se obtendra el

porcentaje de secuestro del DPPH del siguiente modo:

Ao — (A — Ab)

(%) = Ao
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Donde:

- Ao: Valor de absorbancia del DPPH
- Ab: Valor de absorbancia de la muestra sin DPPH

- A: Valor de absorbancia de la muestra con DPPH

5.1.2.9.  Estudio tecnolégico de las lias

La capacidad espumante (CE) y estabilidad de la espuma (EE) fueron determinadas
segun la metodologia reportada por Puski (1975) consistente en la creacion de una espuma
afiadiendo volumenes perfectamente medidos de los reactivos, y comprobar
posteriormente su evolucion en funcion del tiempo transcurrido. Se determinaron la

capacidad espumante (CE) y la estabilidad de la espuma (EE) del siguiente modo:

CE (%) = Volimen total después de agitar + Volimen de de espuma 100
v Volumen inicial — 1 x

EE (%) = Volumen de espuma después del tiempo transcurrido 100
o Volumen inicial de la espuma x

La actividad emulsionante (AEm) y estabilidad de la emulsion (EEm) se determinaron
utilizando la metodologia reportada por Yasumatsu et al. (1972) consistente en la creacién
de una emulsion afiadiendo volumenes perfectamente medidos de las fases acuosa y grasa,
y comprobar posteriormente su evolucién en funcién del tiempo transcurrido. Se
determinaron la actividad emulsionante (AEm) y la estabilidad de la emulsion (EEm) del

siguiente modo:

Volamen final de la emulsion
AEm (%) = — — x 100
Volumen inicial de la emulsion

EEm (%) = Volumen de la emulsion después del tiempo transcurrido 100
mAse) = Volumen inicial de la emulsion x

5.1.2.10. Analisis del producto
Para el analisis de la textura de los productos desarrollados con las lias de vinificacién
se ha seguido la metodologia propuesta por Bourne (1982) que consiste en la medida de

distintos parametros reoldgicos de una muestra sometida a una fuerza aplicada por
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distintos modulos. Se ha empleado un texturometro Lloyd Material Testing Machine

(West Sussex, Reino Unido).

En esta medida se ha empleado una sonda de fuerza de 250 N con un médulo de
presion cilindrico también del mismo fabricante. Se obtienen los resultados de
consistencia (Nmm), dureza (N), rigidez (mm) y trabajo de penetracion (Nmm)
directamente a partir del software excepto los resultados de gomosidad que se obtendran

segun la siguiente ecuacion propuesta por Bourne (1978):

Gomosidad = Dureza x Cohesividad

Se ha determinado también el pH de los productos elaborados con un pH-metro con

una sonda Intelicall para semisolidos de Crison (Loveland, Estados Unidos).

5.1.2.11. Caracterizacion sensorial

Todos los productos desarrollados fueron evaluados mediante analisis sensorial. Para
ello se realizaron catas descriptivas con un total de 20 catadores especializados. Mediante
el uso de fichas de catas descriptivas, se evalud la intensidad de atributos sensoriales
basicos (acidez, amargor, dulzor y salado) junto con atributos aromaticos especificos
(aromas citricos, ahumados, lacteos, etc.) usando una escala de intensidad de 0 a 5. De
igual modo se aplicd un test de preferencia (ISO 8587:2006, AENOR) para conocer el

grado de aceptacion del producto en comparacion con uno comercial.

5.1.3. Andlisis de datos

Para todos los resultados, fueron calculados los valores promedio y mediante analisis
de ANOVA se evaluaron todas las diferencias significativas usando test de Fisher LSD
con una confianza del 95% (p<0.05) (GraphPad Prism version 6.01 for Windows,
GraphPad Software, San Diego, Estados Unidos). Mediante el uso del paquete estadistico
SPSS 23.0 (SPSS Inc., Chicago, Estados Unidos) se han obtenido los resultados para los
analisis de cluster jerarquico (HCA, Hierarchical Cluster Analysis), de todas las muestras
analizadas en este trabajo.

14



5.2.  Resultados y discusion

5.2.1. Acidez total (A.T.), acidez volatil (A.V.), pH y contenido en sulfuroso

Se realiz0 una caracterizacion fisico-quimica basica de las lias con el objetivo de

poder establecer diferencias entre las distintas lias analizadas y comprobar si presentan

valores similares de acidez total, acidez volatil, pH y sulfuroso a los del medio de donde

proceden. Los resultados obtenidos para la acidez total, acidez volatil y pH semuestran

en la figura 3, y los resultados del sulfuroso en la tabla 2.

A.T., AV. y pH (en agua) de las muestras

s A.T. (g H2T/ g Lias)

Lias

I AV. (g HAc/ g Lias)

> 3,0 =
e 0,15 =
p 2.0
< 0,10 ’
0,00 - = = = = = 0.0
W1 w2 w3 R1 R2 R3 R4

Figura 3. AT., AV.y pH (en agua) de las muestras

Tabla 2. Contenido en sulfuroso de las muestras

6,0
5,0
4,0

pH (en agua)

Codigo muestra Sulfuroso (mg/g lias)
Wi 43,400 + 0,200
w2 57,800 + 0,700
W3 28,300 + 0,200
R1 22,100 + 0,900
R2 33,600 + 0,500
R3 28,500 + 0,500
R4 21,100 el 0,900

Los valores de acidez total obtenidos en las lias oscilan entre 0.32 gramos de acido

tartarico para W2 y 0.06 para R2, demostrando en este caso que al igual que sucede en

los vinos, las lias blancas son mas &cidas que las tintas.
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Esta acidez se debe a la presencia de bitartrato potasico que ha ido precipitando
durante la fermentacion alcoholica junto con las levaduras (Pérez-Serradilla et. al., 2008).
Por lo tanto, la presencia de acidez en las lias depende del grado alcohdlico del vino, de
sus niveles de potasio y de la temperatura a la que se haya realizado la fermentacion
alcohdlica. De todos estos factores parece que la temperatura juega un papel relevante, y
puede ser la responsable de la relativa elevada acidez que presentan las lias de vinos
blancos W1y W2. Por todo ello, las lias presentan una componente &cida muy destacable
desde el punto de vista gustativo, y que puede ser determinante a la hora de seleccionar

en qué tipo de alimento se va a emplear como ingrediente.

La baja acidez volatil en las lias es un indicativo de una correcta conservacion en
bodega y que no se ha producido ninguna contaminacion bacteriana durante la fase de
almacenado. En esto ha podido contribuir en cierta medida la elevada presencia de
sulfuroso, que se encuentra en un rango de concentracion de 20 y 50 mg/g de lia (tabla
2). Generalmente el sulfuroso se afiade a las lias para evitar la acetificacion y la
consecuente pérdida de grado alcoholico, teniendo en cuenta que la mayoria de grandes
bodegas venden las lias a las alcoholeras o destilerias. Las bodegas pequefias suelen
aplicar menores dosis de sulfuroso, hecho que puede justificar que las lias W3 y R3
presenten los valores méas bajos de este antioxidante. Por lo tanto, la concentracion de
sulfuroso va a depender fundamentalmente de la dosis de sulfuroso aplicada en la

conservacion de las lias.

Desde el punto de vista sensorial, el SO se detecta en las lias de manera significativa
tanto en la fase olfativa como en la fase gustativa, y esto puede afectar de manera

significativa a sus aplicaciones alimentarias.

Comparando los resultados obtenidos en esta caracterizacion con los publicados por
Bustamante et al., (2008) se observa que los resultados obtenidos en esta investigacion
son décimas menores a los publicados. Dichas diferencias pueden deberse, entre otros, a
la distinta procedencia de las lias o al tratamiento previo de liofilizacion de las lias que se

ha aplicado en este trabajo.

5.2.2. Humedad y actividad del agua
En la tabla 3 se representan los resultados obtenidos en el analisis de la humedad y

actividad del agua de las lias liofilizadas.
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Tabla 3. Resultados de las medidas de humedad (%) y actividad del agua (Aw)

Codigo muestra

Humedad (%)

Actividad del agua (A,,) (T= 25°C)

W1 2.619 £0.033 0.174 £ 0.033
w2 4.098 +0.051 0.246 = 0.001
W3 5.039 +0.027 0.238 £ 0.003
R1 3.582 £0.016 0.116 +0.002
R2 7.249 + 0.080 0.061 = 0.002
R3 6.055 £ 0.033 0.121 £ 0.001
R4 12.161 £ 0.160 0.255 £ 0.001

Se han obtenido para estos analisis bajos valores de humedad y actividad del agua tal
y como se esperaba, ya que el analisis se ha realizado a un producto liofilizado conservado
en un desecador. Estos resultados indican una correcta estabilidad microbiologica del

producto, facilitando la conservacion en todo momento del liofilizado de lias.

5.2.3. Cenizas y minerales
En la tabla 4 se observan las cantidades de cenizas obtenidas en este analisis
(partiendo de aproximadamente un gramo perfectamente medido) y el porcentaje que

representan frente a la muestra inicial.

Tabla 4. Resultados del analisis de cenizas

Codigo muestra Cenizas (g) Cenizas (%)

W1 0.349 = 0.039 33.27
w2 0.346 = 0.027 33.89
W3 0.108 +0.031 10.32
R1 0.311 £0.056 29.88
R2 0.118 +£0.049 11.58
R3 0.209 +0.03 20.71
R4 0.181 =£0.018 18.00

Los resultados obtenidos en este andlisis indican la gran cantidad de cenizas que
contienen las lias. En los resultados de este analisis se observan diferencias significativas
entre todas las lias, siendo la muestra W2 la que presenta un mayor contenido en cenizas

(33.89 %) y la muestra W3 la que presenta uno menor (10.32 %).

Comparando los resultados obtenidos con otro subproducto agroalimentario como es
el bagazo de cerveza se observa que las lias presentan una mayor cantidad de cenizas, de

promedio un 20 % en las lias frente a un 4.6 % en el bagazo (Mussatto et al., 2006).
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Las diferencias encontradas en el porcentaje de cenizas influyen significativamente

en la concentracion de minerales que presenta cada una de las muestras analizadas. En las

tablas 5a, 5b, 6a y 6b se muestran los resultados de la determinacion de la fraccion mineral

de las muestras.

Tabla 5a. Contenido en macrominerales en las muestras

Codigo muestra Ca (mg/L) Mg (mg/L) K (mg/L)

w1 14,00 + 0,424 4,660 + 0,156 2270,5 + 136,472

w2 11,05 + 0,495 9,825 + 0,672 2305.0 + 83,439

w3 42,00 + 283,0 7,740 + 0,255 756,5 + 0,707

R1 18,85 + 3,748 6,495 + 0,983 2405,0 + 319,612

R2 63,55 + 0,354 12,95 + 0,354 03,0 + 43,841

R3 62,30 + 1,980 10,00 + 0,141 1392,5 + 26,163

R4 62,15 + 4,879 9,950 + 0,636 1187.0 + 11,314
Tabla 5b. Contenido en macrominerales en las muestras

Codigo muestra Na (mg/L) Fe (mg/L) Cu (mg/L) P (mg/L)

w1 4855 + 0,898 1985 = 0,049 4790 + 0,198 25,600 + 1838

w2 10,940 + 2517 8835 + 0516 3440 = 0113 23,550 £ 0,636

w3 3,700 + 0240 0746 = 0,105 148 + 0,014 105,500 £ 0707

R1 3,010 + 1,047 L195 = 0177 4115 = 0,700 6,250 £ 0,100

R2 3,720 + 0354 8465 =+ 0,134 5515 = 0,177 71,500 + 0424

R3 4415 + 3260 2,605 = 0,064 0473 = 0,014 74,350 + 2758

R4 2,410 + 1,768 3510 =+ 0269 1,720 + 0,156 52,650 + 3465
Tabla 6a. Contenido en microminerales en las muestras

Codigo muestra Mn (pg/L) Zn (pg/L) Cr (ng/L)

Wi 106500 = 3536 170000 + 28284 14300 + 2687

w2 107,500 + 6364 373500 + 4,950 12,600 + 0,849

w3 121,500 + 28991 151,000 + 12728 8605 + 2397

R1 296,000 + 4243 815500 = 13435 51150 + 5303

R2 142,500 = 0,707 143,000 £ 5,657 12950 + 27333

R3 133,000 = 0,828 102,000 + 11,455 1450 + 13,081

R4 189,000 = 18,385 166,000 £ 7,071 14635 £ 3444
Tabla 6b. Contenido en microminerales en las muestras

Codigo muestra Co (ng/L) Ni (ng/L) Cd (ng/L) Pb (ng/L)

Wi 122 + 079 1273 £ 4,059 01815 + 0,004 572 £ 01

w2 126 + 024 1053 + 1,79 0,25 + 0,124 11,885 + 3415

W3 05805 + 0,127 767 + 0504 01675 + 0,115 466 + 3705

R1 435 + 0325 2365 £ 2192 0,279 £ 0,016 1195 = 0,212

R2 059 + 0014 10,65 + 3465 01325 + 0,018 8,565 + 0912

R3 108 + 0,17 182 + 4667 01745 + 0,012 3,565 + 0,021

R4 1015 £ 0021 N6 + 1471 04675 + 0,036 334 & 37092

Los contenidos en minerales en las lias flucttan sin establecerse un patrén que permita

clasificarlas segin procedencia, modo de elaboracion o tipo de uva. El valor mas

destacable es el contenido en potasio.
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El potasio se presenta en las lias de manera muy superior al resto de cationes. Este
hecho puede tener dos origenes distintos. Dicho cation es el mayoritario en la uva y, por
lo tanto, debera de serlo en las lias dados los procesos de precipitacion de los acidos
parcialmente salificados. De este modo, las lias reciben un elevado aporte de bitartrato

potasico mientras estan en contacto con el vino.

Las lias presentan gran variabilidad de minerales beneficiosos para la salud como el
potasio (en gran cantidad), calcio, fosforo y magnesio, a la par que un bajo contenido en

sodio (contraindicado en la dieta) y elementos tdxicos como el cadmio o plomo (toxicos).

5.2.4. Estudio nutricional de las lias: grasas y proteinas
En la figura 4 se muestran los resultados del contenido en grasa y proteinas de cada

muestra.

Contenido en grasas y proteinas en las muestras (%)
i Proteinas (%)

Grasas (%)
40,0

35,0 I
30,0
25,0 2
£ 20,0 I .
15,0 z . x

= — I
10,0 i_
N R R
o M —

w1 w2 w3 R R2 R3 R4

1
Lias

Figura 4. Contenido en grasas y proteinas de las muestras

Las muestras de esta investigacion presentan un contenido en grasas con diferencias
significativas entre todas ellas oscilando los valores encontrados entre un 35 % para R3
y un 7.5 % para W3, no existiendo un patron que permita correlacionar los contenidos en
grasas con el estilo de vinificacion. Las grasas de las lias proceden principalmente de las
membranas plasmaticas de las levaduras. De este modo, la gran variabilidad en el
contenido en grasas en las muestras puede atribuirse a la cepa de levadura usada para

realizar la fermentacién alcoholica.

Dentro de una misma especie de levadura, el contenido de lipidos totales también

varia con las condiciones de cultivo, asi, aumenta normalmente al impedir la
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multiplicacién celular por falta de un factor esencial para el crecimiento. La deficiencia
de un nutriente particular y un exceso de sustratos carbonados son los principales
requerimientos para la acumulacion de lipidos por la levadura, ya que la proliferacion
celular cesa cuando el nutriente limitante falta, mientras que el exceso de compuestos
carbonados sigue siendo asimilado por la célula y canalizado hacia la sintesis de lipidos
(Troton, 1989; Kessell, 1968).

Comparando los valores obtenidos en este analisis con otros alimentos se observa que
las lias presentan cantidades similares a la carne baja en grasas (15 % de las lias frente a
12 % de la carne de gallina 0 13.7 % de la carne de pavo) (Mataix Verdd 1998). El
contenido en grasas sera beneficioso para la inclusion de las lias en alimentos ya que se

mejoraran la palatabilidad, suavidad y saciedad de los alimentos.

Como se muestra en la figura 4, los resultados obtenidos en la cuantificacion de
proteinas son heterogéneos, hecho que puede ser indicativo entre los distintos tipos de
vinificacion. El contenido en proteinas de las lias analizadas oscila en un rango de 26.66
% para la lia W3 y 5.28 % para la lia R1. El contenido en proteinas de las lias analizadas
es mayor al obtenido en otros alimentos considerados ricos en proteinas como el huevo
(12 %), cordero (15.6 %) o los frutos secos (14.4%) (Mataix Verdu, 1998). Por otro lado,
durante el proceso de vinificacion el contenido en proteinas se ve también afectado por
tres factores: la aparicion de alcohol, la temperatura, los tratamientos realizados en

bodega y la existencia de proteasas exocelulares (Feuillat, 1980).

En este analisis no se puede apreciar un valor medio de proteinas en las lias,
obteniéndose los mayores niveles en las muestras procedentes de la bodega 3. Al igual
que sicede con los valores de grasas, la cantidad de proteinas en las lias puede venir dada

por la cepa de levadura empleada en la fermentacion.

5.2.5. Estudio del color de la muestra en solido

Se llevo a cabo un estudio del color en fase solida de las lias. En la figura 5, se muestra
una imagen del aspecto visual de las lias liofilizadas. Como se puede observar las lias
presentan una coloracién muy variada de blanco a gris pasando por tonalidades violaceas.
El color de la muestra de lia va a ser dependiente de la variedad de uva empleada en la

vinificacion (blanca o tinta).
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Aprovechamiento de las lias de fermentacion para el desarrollo de productos de interés alimentario
Pau Sancho Galéan

Figura 5. Aspecto inicial del liofilizado de lias

Los valores obtenidos en la medida de los pardmetros de color CIELab se representan

en las tablas 7a 'y 7b.

Tabla 7a. Valores de las muestras en la medida de los parametros a*, b*y L

Codigo muestra a b L
W1 3,72 £ 0,098 22883 =+ 0454 77380 = 0,558
w2 2487 + 0,04 18,103 + 0217 63,027 + 0246
W3 3067 = 0,049 13,627 <+ 0,197 80,497 = 07247
R1 1837 =+ 0,07 3573 £ 0,015 50,393 = 0,240
R2 338 + 0,13 423+ 0,096 47843 + 1430
R3 11,953 =+ 0,051 4393 =+ 0,045 58,890 = 0416
R4 11847 + 0477 2,787 £ 0,000 37.057 = 0476
Tabla 7b. Valores de las muestras en la medida de los parametros Hy C
Codigo muestra H C
Wi 80,763 == 0,064 23,183 4 0,464
W2 82177 + 0,029 18,277 + 0,223
W3 77,303 == 0,071 13,967 == 0,145
R1 348,997 <+ 0,015 18,713 + 0,076
R2 51.393 == 1.578 5.417 4 0.064
R3 20.190 + 0.132 12.737 + 0.055
R4 13,227 + 0,469 12,170 + 0,466

En las lias tintas (R1, R2, R3 y R4) se puede observar claramente que la absorcion
de los polifenoles se realiza preferentemente sobre los antocianos (tonalidad violacea).
Las muestras de lias R1 y R3 que muestran los colores mas viol&ceos (figura 5), presentan
valores elevados de a* y menores de b* situando las muestras en el espacio de color
CIELab en la zona del morado. Segun los resultados obtenidos, se puede deducir que la
coloracion morada de las muestras es la que influira en que éstas tengan un mayor o menor
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contenido en antocianos totales. La riqueza de estas muestras en compuestos polifendlicos

como los antocianos puede ser de interés para su uso como colorante natural alimentario.

5.2.6. Contenido en antocianos
En la figura 6 se muestran los resultados obtenidos en el analisis del contenido en
antocianos totales de las muestras (cuantificados en malvidin-3-glucosido ya que es el

antociano mayoritario en la uva).

Antocianos totales
2,5

2,0

1.0

(mg M3G/g lias)

0.5

0.0
w1 w2 W3 R1 R2 R3 R4

Figura 6. Contenido en antocianos totales en las muestras

Se pueden agrupar las muestras en dos grupos homogéneos, el primero con las
muestras R1 y R3, y el segundo grupo con el resto de muestras. Las primeras presentan
un contenido en antocianos totales igual o superior en algunos casos a uvas de vinificacion

como la Tintilla de Rota o la Petit Verdot (Carmona-Jiménez, 2015).

Destaca el contenido en antocianos totales de las muestras W1 y W2. Dichas muestras
procedentes de un proceso de vinificacion en blanco no deberian de dar resultados
positivos en el andlisis de los antocianos totales, ya que la cantidad en antocianos totales
en la uva blanca es infima. Esta aparicion de 0.665 y 0.133 mg de malvidin-3-glucosido
para las muestras W1 y W3 respectivamente, puede deberse a que la bodega ha
conservado las muestras en un deposito donde se han vertido tanto lias blancas como
tintas sin discriminar. La mezcla de dichos tipos de lias podria haber sido la causante de

un resultado positivo en este analisis.
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5.2.7. Contenido en taninos
En la figura 7 se muestra la concentracion (g/L) de taninos para cada una de las

muestras analizadas.

Taninos
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R1 R2

w1 W2 W3 R3 R4

Figura 7. Contenido en taninos en las muestras

Por lo referente contenido en taninos, se obtienen resultados mayores en lias tintas
(R1, R2, R3 y R4) que en las blancas (W1, W2 y W3) con diferencias significativas muy
marcadas. Dentro del grupo de lias tintas, los resultados entre ellos también presentan
diferencias destacables. Las muestras de lias con mayor cantidad en taninos fueron R1y
R2, procedentes de la bodega denominada como 1. Esta bodega produce grandes
volimenes de vino en un proceso mecanizado con maximas extracciones y rendimientos,

lo que explicaria la alta concentracion de taninos presentes en las lias tintas que genera.

Algunas de las muestras presentan valores similares a los que presentan las uvas en
su estado de maduracion. De este modo la muestra R1 presenta un contenido en taninos
similar a la variedad Petit Verdot (8.95 g/L) (Carmona-Jiménez, 2015). La presencia de
un elevado contenido en taninos puede aportar sensaciones astringentes y de sequedad,
alterandose asi el perfil gustativo. Asi pues, habra que tener en consideracion los

resultados de este analisis a la hora de formular el producto.

5.2.8. Capacidad antioxidante de las lias

Los compuestos antioxidantes poseen propiedades beneficiosas para el organismo, ya
gue son capaces de proteger los sistemas bioldgicos frente a la accién de radicales libres,
reduciendo asi la incidencia de diversas enfermedades con las que estos radicales estan

relacionados (De Gaetano et al., 2005). Por estos motivos se ha considerado de interés
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determinar la cantidad de compuestos antioxidantes presentes en las muestras dado el

color que mostraban las lias.

Los resultados de la capacidad antioxidante de las lias se muestran en la tabla 6 y se
expresan de tres formas posibles; en porcentaje de secuestro del radical libre o porcentaje
de barrido segun la ecuacion de Blois (%) y en concentraciones de TROLOX a partir deuna

recta de calibrado (°°).

Tabla 8. Resultados de la capacidad antioxidante. Se expresan en porcentaje de barrido (a), y en

unidades de TROLOX obtenidas a partir de una recta de calibrado (b,c)

Codigo muestra

Scavenging effect (%) * Capacidad antioxidante (g/L TROLOX) ®

Capacidad antioxidante (ngTROLOX/g lias) ©

Wi 70.931+2.333 52.189 +2.586 153.346£7.599
w2 96.444 £ 1.192 80.923 £ 1.321 242.123 £3.956
W3 93.842+0.104 76.046 + 0.1149 225.729+0.341
R1 147.874+£0.104 80.029 £ 0.1149 239.766 £ (0.344
R2 102.163 +1.089 72916+ 1.207 218.458 £3.616
R3 125.220+0.778 78.403 + 0.862 234,661 +£0.341
R4 125.086 £ 0.337 80.937 £ 0.037 242.085£0.112

Se puede observar que las lias presentan un efecto de barrido superior al 70 % en
todos los casos, no presentando diferencias significativas entre ellas. Destacan las lias
tintas con valores superiores al 100 %. Hwang et al. (2009) reporta en publicaciones que
el efecto de barrido de las lias de la variedad Queen (Taiwan) presenta valores cercanos
al 90 %.

Por otro lado, Vazquez et al. (2011) reportan que los arandanos contienen entre 15y
25 mmoles de TROLOX por cada gramo de arandanos (peso fresco). De este modo, y
después de realizar las conversiones de unidades, se puede establecer que por cada tres
gramos de liofilizado de lias consumido se ingiere la misma cantidad de antioxidantes
que por cada gramo de arandanos. De este modo, la inclusion de las lias en la alimentacion
puede ser una fuente importante de antioxidante que puede tener un gran interés

alimentario como ingrediente funcional en el enriquecimiento de nuevos alimentos.

5.2.9. Estudio tecnologico de las lias

Para comprobar si las lias son capaces de sustentar una emulsion se les ha aplicado
las pruebas de capacidad emulsionante y estabilidad de la emulsion propuestas por
distintos autores (Yasumatsu et al., 1972; Ferreyra et al., 2007).

Todas las muestras analizadas en este estudio han sido capaces de formar una

emulsion a excepcién de la muestra R4 procedente de la bodega 3. Una vez formada la
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emulsion todas han presentado una correcta estabilidad. Dichas muestras han mostrado

diferencias significativas entre ellas.

A las seis emulsiones realizadas se les ha testeado su estabilidad, siendo la maxima
para las todas muestras en todos los intervalos de tiempo analizados. A su vez, se ha
empleado un testigo emulsionante como es la lecitina de soja para poder observar
diferencias entre un emulsionante muy presente en el mercado y las lias de vinificacion.

Los resultados obtenidos se detallan en la figura 8.

Capacidad emulsionante de las muestras
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90.00

80,00 47,37

70.00 65,48
' 72,00 soucT : 75,00
60,00 86,36 81,39 X

£ 50,00
40,00
30.00
20,00
10,00

0.00
w1 w2 w3 R1 R2 R3 Testigo

u Grasa (%) = Agua (%)

Figura 8. Estudio porcentual de las emulsiones de lias frente a un testigo

En la figura 8 se puede observar como las emulsiones de lias estdn formadas por una
fase grasa incluso tres veces menor a una emulsién con un emulsionante comercial como
es la lecitina de soja. Este hecho es beneficioso para el desarrollo de emulsiones con lias
ya que permitiran la formulacién de productos light. A parte, el uso de lias como
emulsionantes conferira al producto caracter antioxidante en el caso de las muestras R1y
R3.

Las emulsiones tipo mahonesa del mercado actual presentan entre un 48 %y un 64 %
de contenido en grasa, por lo tanto, estos resultados favorecen al desarrollo de la
investigacion de emulsiones con lias dado que el contenido final en grasa es mucho

menor.

Paralelamente, se realizaron pruebas de capacidad espumante y estabilidad de la
espuma con el objetivo de comprobar si las lias podian presentar aptitudes positivas en

las elaboraciones de alimentos como masas frescas, panes, etc. pero no se han obtenido
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resultados satisfactorios, con lo que se descarto la inclusion de lias en alimentos que

precisen de la formacion de espumas.

5.2.10. Desarrollo del producto

Dado el conjunto de antecedentes estudiados en la caracterizacion de las lias se decide
elaborar un producto suplementado con lias que presente las siguientes caracteristicas:
facil de elaborar, para un pablico inespecifico y de consumo habitual, que presente la
menor manipulacion posible y que pueda soportar el aporte sensorial acido de las lias.
Siguiendo las premisas fijadas y dado el contenido en grasas y proteinas que presentan
las muestras, en este trabajo se optd por la elaboracion de una emulsién tipo mahonesa
sustituyendo el aporte proteico del huevo de gallina por el de las lias. Previa a la
elaboracion del producto final, se realizaron ensayos preliminares para determinar las

proporciones adecuadas de cada fase (acuosa y grasa) como se ilustra en la figura 9.

-

Imagen 1 Imagen 2. ' Imag.en3‘ - Imagen 4

/

Figura 9. Ensayo preliminar de formacion de emulsiones

En la figura 9 de izquierda a derecha se observa como a partir del producto liofilizado
de lias (imagen 1), y afiadiendo la fase acuosa y grasa (imagenes 2 y 3 respectivamente)
se puede obtener una emulsion de lias de textura similar a las presentes en el mercado
actual (imagen 4). En esta fase del trabajo se descartaron las muestras R4 (no presentaba
capacidad emulsionante), R2 y W2 (aromas muy marcados a sulfito) y W1 (no presentaba

un color agradable para formular una emulsion de tipo mahonesa).

Escogidas las muestras para la realizaciébn de emulsiones, se propusieron dos
elaboraciones distintas: una primera elaborada como una mahonesa tradicional,
intercambiando el huevo por muestra de lias (codificadas como cédigo de la muestra.2);
y otra elaborada del mismo modo, pero afiadiendo un edulcorante natural para minimizar
las sensaciones acidas y mejorar la estabilidad de la emulsion (codificadas como codigo
de la muestra.1). El resto de ingredientes se han afiadido en la misma proporcion y orden
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para mantener la reproducibilidad en las medidas. Obtenidas las formulaciones finales de

los productos, se analizaron en el texturometro, pH-metro y sensorialmente.

5.2.11. Analisis reologico y del pH del producto.

Los productos formulados se analizaron en el texturometro para comprobar si existian
diferencias reoldgicas entre las distintas formulaciones, a la par que se les midio el pH.
La figura 10 muestra los resultados del analisis de los parametros consistencia, dureza,
rigidez, trabajo de penetracion y pH, ademas del nivel de significancia de cada uno de

ellos mediante el anélisis de ANOVA.

Analisis reologico de las formulaciones de producto

m Consistencia (Nmm) — mmmm Dureza (N) Rigidez (mum)  mmmm Trabajo de Penetraciéon (Nmm) — =——pH
300 4,5
d d d

250

200
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B 150 d 3
2
S 100 d 2,5
@ d s
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5 50 2
g 0 1,5
o,

-50 1

E 3
-100 = = = = = d = 0,5
-150 0

RI1.1 R1.2 R3.1 R3.2 W31 W32 Testigo
Lias

Figura 10. Diagrama de barras de los resultados del analisis reologico de los atributos de
consistencia, dureza, rigidez y trabajo de penetracién, en comparacién con un testigo. La letra indica el
grado de significancia ANOVA mediante el test de Fisher LSD (p<0.05). Nivel de significancia d<0.0001

En este analisis no se han encontrado diferencias significativas entre el testigo y las
muestras por lo referente al pH, pero si en el resto de parametros analizados. Todas las
muestras han mostrado diferencias significativas en cuanto a trabajo de penetracion y
consistencia ya que la textura general de las formulaciones con lias era menos compacta
que la del testigo comercial. Este hecho viene dado por la presencia de gelificantes y
espesantes artificiales en el testigo, hecho que aumenta la consistencia y lo hace distinto

a las emulsiones de lias.
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En cuanto a dureza, solamente las muestras R1.1, R3.1 y W3.1 mostraron diferencias;
pudiéndose deducir de este modo que la adicion de edulcorante (muestras R1.2, R3.2 y
W3.2) aumenta la dureza de las muestras, haciéndolas méas similares al testigo comercial.

5.2.12. Caracterizacion sensorial

La caracterizacion sensorial se desarroll6 mediante el uso de fichas de cata (Apéndice
I) através de las cuales, un panel de expertos catadores (n = 20) y habituales consumidores
de productos similares, compararon cada una de las elaboraciones con respecto a un
testigo comercial. Los atributos que se evaluaron fueron, uniformidad del color, presencia
de grumos y fluidez, como atributos de aspecto visual. En olfato, los atributos analizados
fueron, rancio, &cido acético (aroma a vinagre), acetato de etilo (aroma de vino o vinagre
de jerez), aroma a vino, frutos secos, citrico, ahumado y lacteo. Respecto al sabor, se
evaluaron los atributos, acidez, dulzor, salado y astringencia. Por altimo, los catadores
evaluaron los parametros, sensacion grasa, pesadez en boca, adhesividad y granulosidad,
respecto a la textura en boca.

Analisis sensorial

Uniformidad del color

5,0 Fluidez (movimiento) d

Astringencia

Salado Rancio

o .. d
Acido acético

Dulzor
Amargor Acetato de
etilo
. d
Acidez Aroma a vino

Lacteo Frutos secos
Ahumado ¢ Citricos
—RI1.1 —R1.2 R3.1 —a—R3.2

——W3.1 —=—W32 —=—Testigo

Figura 11. Diagrama de arafia de los resultados del anélisis sensorial de los atributos de aspecto,
aroma y sabor, en comparacion con un testigo. Las letras indican el grado de significancia aplicando
ANOVA mediante el test de Fisher LSD (p<0.05). Nivel de significancia b < 0.01, ¢ < 0.001y d < 0.0001
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En la figura 11 se muestran los resultados del analisis sensorial perteneciente a los
atributos de aspecto, aroma y sabor, para todos los productos y el testigo, representados
en forma de diagrama de arafia. Como se puede observar, todas las muestras presentan
uniformidad en su composiciéon y no difieren del testigo, mientras que, respecto a la
fluidez, todos los productos presentan significativamente mas intensidad. Esto es debido
a que el producto comercial incluye en su composicion espesantes y gelificantes en dosis
elevadas, que le confieren la textura y fluidez deseada de forma artificial.

En relacién al aroma, cabe destacar las notas de acético y aroma de vino en todos los
casos, con respecto al testigo. Este hecho puede asociarse al origen vinico de las lias y a
los pequefios niveles de acidez volatil, que se potencian en conjunto en el producto. En
todos los casos, el aporte de un edulcorante natural al producto, reduce las notas de acético
al igual que las de acetato de etilo suavizando los aromas punzantes. Cabe sefialar, que
todos los productos elaborados con las lias presentan notas de frutos secos y ahumado,
igualmente asociadas con el origen vinico de las lias. Esta sensacion de ahumado, es muy
bien apreciada por los catadores ya que asocia al producto la madera usada en las bodegas,
lo cual lo hace mas interesante y diferenciador las emulsiones con lias de otras
elaboraciones comerciales. Respecto a la presencia de ciertas notas lacteas, se puede
indicar que las lias aportan muy poco en comparacién con el testigo. Esto puede deberse

a la presencia de leche como ingrediente en la elaboracion del testigo a nivel comercial.

Los resultados de los atributos del sabor, indican que todos los productos presentan
mas acidez de forma significativa. Este hecho puede asociarse a la fraccion acida que
aportan las lias, tal como se observa en la figura 3, que junto a los demas ingredientes de
la formulacion pueden formar un efecto sinérgico intensificando los sabores &cidos.
Respecto al amargor, no se puede decir que las lias aporten sabores amargos, salvo en el
producto que utiliza en su formulacion la lia W3, aunque en todos los casos la intensidad
percibida es muy baja y por ello no se puede considerar como un atributo que esté
alterando la calidad sensorial del producto. Por otro lado, este efecto puede asociarse a la
presencia del edulcorante natural, que en cierto modo estd cubriendo esa sensacion
amarga. La decision de incorporar un edulcorante natural, fue tomada con el sentido de
equilibrar la sensacion acida que algunas de las lias aportaban al producto. Sin embargo,
las formulaciones elaboradas con aquellas lias que presentaron menor acidez, fueron las
que mas intensidad dulce obtuvieron en la cata hecho que puede ser debido al exceso de

azucares contenidos en el edulcorante. De igual modo se comportd este edulcorante con
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respecto a la sensacion salada, siendo las muestras R1, R3 y W3, las que mayor intensidad
salada mostraron. Respecto a la sensacion de astringencia, cabe sefialar que todos los
casos presentaron valores muy bajos y en concreto todos los casos con adicion del
edulcorante natural fueron los mas significativos junto a R1, ya que presentaron mas

astringencia en comparacion con el testigo.

La figura 11 muestra los resultados de las puntuaciones obtenidas en los atributos de

textura pesadez en boca, adhesividad, sensacion grasa y granulosidad, evaluados en el

4,5

Atributos de textura
40 —y

d
35

30

25

2,0

15 .

1,0 I

0,0 i

R1.1 R1.2 . R3.2 W31 W3.2 Testigo

o

= Sensacion grasa Pesadezenboca W Adhesividad ™ Granulosidad

Figura 12. Resultados de los atributos de textura obtenidos en el analisis sensorial en comparacién
co un testigo. Grado de significancia ANOVA mediante test de Fisher (LSD) ) p<0.05; nivel de
significancia b<0.05, ¢<0.01y d 0.001

analisis sensorial. La pesadez en boca es un parametro que va a relacionar la percepcion
del producto sobre el paladar, la masticacién, deglutacién y el retrogusto. En este sentido,
podria asemejarse a la textura en boca en el caso de las catas de vinos.

En primer lugar, hay que indicar que todos los productos presentaron mas sensacion
grasa en boca de manera significativa, en comparacion con el producto comercial. Sin
embargo, debemos sefialar que este factor fue evaluado en sentido positivo, al comparar
analizar los resultados del test de preferencia. Esta sensacién grasa puede ser aportada
tanto por la propia lia como por algunos de los demas ingredientes de la formulacion. Al
comparar la pesadez en boca con respecto al testigo, se puede observar como este
pardmetro es mayor en los productos elaborados con las lias. Podria asociarse al aporte

de proteinas por parte de las lias de vinificacion, que en boca generan una sensacion
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perceptible y fisica y por lo tanto se asocia a que la porcion catada presenta mas cuerpo o
textura. Este parametro, no esté asociado a la adicion del edulcorante en la formulacion,
ya que como puede observarse en la figura 11, la elaboracién Wa3 sin edulcorante fue la
que mayor intensidad present6. En cuanto a la adhesividad, es un pardmetro que se puede
asociar a cuan adhesivo al paladar es el producto en el momento de la fase gustativa. Este
atributo es mucho mas intenso en todos los casos en los que se adiciona edulcorante, y
esto es debido al contenido en azUcares que presenta. Sin embargo, es un atributo que se
relaciond con sensacién agradable en boca, al analizar los resultados del test de
preferencia. Por lo que podriamos decir que afadir este edulcorante natural al producto le
confiere mejor sensacion en boca y lo hace méas complejo y atractivo al consumidor.
Respecto a la granulosidad, es un parametro que presenté muy baja intensidad en todos

los casos, en comparacion con el testigo y por lo tanto no afectd al analisis sensorial.

Los resultados del test de preferencia realizado, mostraron que un 90% de los
catadores preferian los productos elaborados con lias frente al producto comercial,

seleccionando las formulaciones R1.1 y R3.1 como las preferidas.

Podemos concluir indicando que a nivel sensorial la utilizacién de lias de vinificacion
para elaborar productos alimentarios presenta ciertas cualidades que permiten modular
productos ya existentes o crear nuevos productos con marcadas diferencias en cuanto a
calidad aromaética y gustativa. Por ello, podria decirse que las lias de vinificacion se
presentan como una posible alternativa a la posibilidad de realizar emulsiones sin huevo.
Estos resultados crean la posibilidad de profundizar més en el tema y seguir investigando

en su uso para el desarrollo de productos alimentarios.
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5.2.13. Resultados del analisis de conglomeracion

Analizando la matriz de resultados obtenida en este trabajo de investigacion
(Apéndice 1), se ha realizado un estudio de conglomeracion para observar si las muestras
presentan alguna tendencia en su comportamiento. Para este estudio se han utilizado
unicamente aquellos parametros de mayor interes para el desarrollo de una formulacion

de producto alimentario (fisico-quimicos, nutricionales y tecnoldgicos).

Dendrograma que utiliza un enlace de Ward
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Figura 10. Dendograma de clasificacién para las lias mediante analisis de cluster
jerarquico.

Se realizd un andlisis exploratorio de conglomerados, conocido como analisis
jerérquico de claster o racimo, con el objetivo de clasificar las muestras en diferentes
grupos, utilizando 18 variables de estudio (pH, acidez total, acidez volatil, aw, grasas,
proteinas, etc...) como factor respuesta y 7 lias diferentes, como muestras. Para conseguir
la mejor agrupacion de muestras, se utilizd el método de Ward como agrupacion de claster
y la distancia euclidea al cuadrado como intervalo de unidn entre las diferentes muestras.
La figura 10, muestra el resultado del estudio de conglomerados representado en forma
de dendograma, donde se puede observar como las lias muestran una tendencia clara a

formar tres grupos diferenciados.

Tal como se observa en el dendograma (Fig. 10), hay dos grupos claramente
diferenciados. Por una parte, se encuentran las muestras R 4 agrupadas y en otro grupo,
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mayoritario, se encuentran contenidas todas las demas muestras de lias. Este segundo
grupo, se divide a su vez en dos subgrupos donde se pueden ver claramente diferenciadas
las muestras pertenecientes a lias de vino blanco (W1, W2 y W3) y las lias de vino tinto
(R1, R2 y R3).

Atendiendo a los resultados obtenidos del analisis de cluster y teniendo en cuenta que
se trata de un andlisis no supervisado, podemos concluir indicando que existe una
tendencia a que las lias se agrupen en funcion del tipo de vinificacion de origen (blanco
y tinto). Ademas, el comportamiento de las muestras R4, deja ver que también pudiera
existir alguna relacion entre el agrupamiento de las muestras y el tipo de bodega.
Observando los resultados de la matriz de parametros estudiada (Apéndice II), los
resultados de la lia R.4, muestran un comportamiento muy diferente en la capacidad

emulsionante en comparacion con las demas lias.

En base a las respuestas obtenidos en el anlisis de conglomerados, podriamos indicar
que queda abierta una nueva linea de investigacion en la que poder investigar y seguir
profundizando para obtener mejores resultados y conclusiones con respecto al potencial
que presentan las lias en el desarrollo de productos alimentarios.
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6.

Conclusiones

Las principales conclusiones que se obtienen tras este trabajo son las siguientes:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

El tipo de vinificacion y el tratamiento de conservacion de las lias en bodega
puede afectar a sus caracteristicas fisico-quimicas y sensoriales, Yy
consecuentemente a sus propiedades como ingrediente alimentario.

Las lias de vinificacion generadas en bodega presentan una composicion
nutricional heterogénea, rica en proteinas y grasas y muy dependiente de la cepa
de levadura empleada en la fermentacion alcoholica.

Las lias son ricas en minerales destacando en su composicion elementos como el
potasio, que puede ser muy beneficioso desde el punto de vista nutricional.

Las lias de vinificacion en tinto presentan una alta capacidad antioxidante debido
a su riqueza en compuestos polifenélicos (antocianos y taninos), que puede ser de
interés para su uso como ingrediente funcional.

Las lias de fermentacidon tienen una buena capacidad emulsionante y las hace aptas
para la formulacioén de emulsiones alimentarias.

Se ha desarrollado con éxito una formulacion de emulsiéon tipo mahonesa
empleando lias de fermentacion en vez de huevo. El producto obtenido presenta
valores de textura (gomosidad y rigidez) muy parecidos a los testigos comerciales
y los resultados de la evaluacion sensorial han sido muy satisfactorios y han
motivado la solicitud de proteccion bajo patente de dicha formulacion.

Los resultados obtenidos en este trabajo pueden ser el inicio de una nueva linea
de investigacion futura dirigida al aprovechamiento de subproductos o residuos

de vinificacion para elaboracion de nuevas formulaciones alimentarias.
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8. Apéndices

8.1. Apendice I: Ficha de cata

Aspecto 1 2 3 4 5 NS/NC

Uniformidad del color

Presencia de grumos

Fluidez (movimiento)

Aroma

Rancio

Acido acético (aroma

vinagre)

Acetato de etilo (vino

jerez)

Vino

Frutos secos

(pipas, avellanas, etc.)

Citrico

Ahumado

Lacteo

Otros:

Sabor

Acidez

Amargor

Dulzor

Salado

Astringencia

Textura (en boca)

Sensacion grasa

Pesadez en boca

Adhesividad

Granulosidad

Otros:
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1) ¢Coincide el sabor con el aroma?
o Si
o No
2) Indique una de las siguientes opciones:
- Laformulacion del producto catado...
o No me gusta nada
o No me gusta
o Ni me gusta ni me disgusta
o Me gusta
o Me gusta mucho
3) Indique aqui cualquier observacion que quiera realizar sobre el producto:
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8.2. Apendice Il: Matriz de datos

Matriz de resultados del proceso de caracterizacion de las lias.

pH

Atot (g H2T/g lias)
Avol (g Hac/g lias)
Aw

Grasas (%)
Proteinas (%N)
Cenizas (g)

Taninos (g/L)

AT (mg M3G/g lias)
Sulfuroso (mg/gLias)
A

B

L

IC

Antiox (gTRX/L)

Cap Emulsionante (%)
Estb. Emulsion (%)

W1
3,41+
0,29+
0,00
0,26+
15,13 +
2,11
0,35+
0,00
0,65 +
43,43 ¢
3,72+
22,88+
23,18+
77,38+

0,28 +

0,15+
55,00+
55,00+

0,01
0,01
0,00
0,00
0,12
0,01
0,00
0,00
0,01
0,12
0,10
0,45
0,46
0,56
0,00
0,01
0,00
0,00

3,42 +
0,32+
0,01+
0,24+

22,47 +
1,99 +
0,35+
0,48 +
0,13+

58,11+
2,49+

18,10+

18,28 +

63,03 +
0,10 =
0,24 +

54,17 +

54,17 +

0,01
0,01
0,00
0,00
0,05
0,02
0,00
0,00
0,00
0,12
0,04
0,22
0,22
0,25
0,00
0,00
1,44
1,44

W3
3,45+
0,13+
0,01+
0,12+
7,83+
4,11+
0,11+
0,79+
0,05+

28,59+
3,07+
13,63+
13,97 +
80,50+
0,06 +
0,23+
62,50+
62,50+

0,01
0,00
0,00
0,00
0,06
0,01
0,00
0,02
0,00
0,37
0,05
0,14
0,14
0,25
0,00
0,00
0,00
0,00

R1
3,38+
0,28+
0,01+
0,25+

13,15+
0,85+
0,31+
8,34+
2,15+
22,05+
18,37 +
3,57+
18,71+
50,39+
0,78+
0,24 +
61,67 +
61,67 +

0,05
0,00
0,00
0,00
0,05
0,00
0,00
0,06
0,01
0,64
0,07
0,02
0,08
0,24
0,00
0,00
1,44
1,44

R2
4,28+
0,06
0,02 =
0,12 +

20,66+
2,33
0,43
17,16 +
0,31+
33,66+
3,38
4,23+
5,42 +
47,84 +
0,12
0,22
68,33+
68,33

0,02
0,01
0,00
0,00
0,02
0,01
0,54
0,07
0,00
0,33
0,13
0,10
0,06
1,43
0,00
0,00
1,44
1,44

R3
3,45+
0,18 +
0,02 =
0,06 +

36,06+
3,14
1,02 +
3,14+
1,55+
21,09+
11,95+
4,39+
12,74 +
58,80 +
0,27 =
0,24
60,00 +
60,00

0,04
0,00
0,00
0,00
0,01
0,02
0,02
0,03
0,00
0,64
0,05
0,05
0,06
0,42
0,00
0,00
0,00
0,00

R4
3,51+
0,13+
0,01+
0,17 =

14,55 +
2,97 =
1,00 +
5,35+
0,57 +

28,30+
11,85+
2,79+

12,17 +

37,06+
0,22 +
0,24 +
0,00+
0,00 +

0,02
0,01
0,00
0,00
0,00
0,01
0,01
0,02
0,00
0,17
0,48
0,01
0,47
0,48
0,00
0,00
0,00
0,00






