Introduccio







Index de la introduccié

1. L’escuma dels vins escumosos. Importancia organoléptica ............................... 9
1.1, Les DOMDOILES .....ccviiiiiiiieiiecieee ettt ettt st e e eeees 10
1.2. Mesura de la qualitat de I’escuma ...........cceevieriienieeiienieeiceeee e 19

1.2.1. Factors externs a la qualitat del vi. Efecte de la copa de degustacio....20
1.2.2. Mesures objectives de la qualitat de ’escuma...........ccceeeeveerveeveennnnne. 22
1.2.3. ETMOSAIUX.....ieiiieiiieiie ettt ettt 24
1.2.4. Altres SiStemes d€ MESUTA .........eeevveeeriieeriieerieeeieeeieeeeeeeeaneesreeens 29

2. Influencia de la composicié quimica del vi sobre ’escuma............................... 31
2.1. Influéncia dels col-loides (proteines, glicoproteines i polisacarids)............... 32
2.2, EIS HPIAS c.etieiiieieeee ettt ettt ettt ettt et ebe e e enbeenes 37
2.3, L7@EANOL. ettt et enes 39
2.4. Altres (ions, acids organics, sucres, aminoacids...) ....cccoeceeercrveercreeercreeennnennn 42

3. Influencia dels factors viticoles sobre la qualitat de I’escuma.........ccccceervurennes 47
3.1. Influéncia de la varietat vInifera...........ccccceeeviiieicieeniie e 47
3.2. Influéncia del grau de maduracio ...........cceevvieriieiieniieiecie e 49
3.3. Altres factors viticoles a tenir €n COMPLE ........cccveevvererierieeiiierie e 49

4. Influéncia de la metodologia d’elaboraci6 del vi base sobre

la qualitat de I’eSCUMA......ccovvueriiinivnricnissnrecsssnnnecssssssicsssssssesssssssssssssssssssssssssssses 52
4.1. Obtencio del MOSt.......ueiiiiiiieeeeceiee et 52
4.2. ElIMINacio de fangs ........ccceecuievieeiieriieeieeeiteeee ettt 55
4.3. La fermentacio alcoROlIiCa ..........ccccuiiieviiieiiicciie e 56
4.4. La fermentacio malolactiCa ..........coooeiuiiiiiiiiiiiceeieee e 57
4.5, Les ClarifiCaCIONS .......cccviiieiieeeiiie ettt ettt ettt eae e e e e e e eanee s 59
4.5.1. Les GEIAtINES ....ocvieiiieiieeiie ettt ettt 60
4.5.2. 12 COla € POIX..uurieeiiieeiiieeiieeeieeeetee et e et eeeiree e sre e e ereeeseaeeenaeeeaaeas 62
4.5.3. L@ CASCINA ....uviiieiiiiiee ettt ettt e e e eeaa e e e e aba e e e e e 63
4.5.4. Les proteines VeZetalS........ccovveeviierieeiiieiie ettt 63
4.5.5. EIS @l@INALS.....eeeeieiieeiiieciiee ettt e 65
4.5.6. E1tani €NOLOZIC .....ccuvieiieriieiiieriieeieeeiee et eeiee et eseeeveesieeeveeseaesseesaee e 65
4.5.7. LaDENIONIA ....eeeuiiieeiiieciie ettt eveeeeane s 66
4.5.8. Els tractaments amb carb0 actil............ccccoooeeiiiiiiiiiiiiiceciee e, 70
4.5.9. E1 @€l de STIICE ..cuvveeuiieiiiciiiciecieeeee e 71
4.5.10. La polivinil-polipirrolidona (PVPP).......ccceoviiiiiiiiiiiiiieeeeeee 72

4.5.11. Altres combinacions (bentocaseina i
mescla de bentonita 1 al@inats).........cceevveeviieriieiiienieeiieie e 72



4.6. Estabilitzacio del vi pel fred........cooeviieeiiiieiieceeeeeeee e 73
4.7. La filtracio del Vi.....ccoooeeieiiiiiiieieceeee e 74
A.8. EBIecte del SOy oo 76
5. Influéncia de la segona fermentacio i de la crianca en botella
sobre la qualitat de Pescuma................cooooiiiiiiiiiiiiien 78
5.1, Lapresa d’@SCUMA.....cccuiieceiieeiie ettt e e s aee e beeesnveeenseeenseeenneeas 79
5.2. La crianga en botella i I’autolisi de llevats...........ccceeeevieeeiiecciiecciieeieeee, 81
5.3. Influéncia dels adjuvants de tirat@e..........cccueevueerieeiiieniieiieee e 86
5.4. Influéncia de 1a soca de llevat .........cccooiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 89
5.5. Cas especial de fermentacio en botella amb llevats immobilitzats................ 90
6. Métodes de determinacio, fraccionament i caracteritzacio

dels COI'loides del Vi.ueiinveeeiienissniessnncssnncssnncsssnncssnsecssssecssssssssssscssssecsssssssssss 92
6.1. Quantificaci6 de la proteina total en mostos 1 VINS ........coceeevueeriiesiieniieienne. 94
6.1.1. Nitrogen total pel metode de Kjeldahl...........cccceveiiieiiiniiiiiieeen. 94
6.1.2. Metode de BIUTet.......c.oeueeiieiiiieiieieeie e 95
6.1.3. Metode de LOWTY ....coeueieiiiiiiieeee et 95
6.1.4. Espectres d’absorcid UV.........oocvveiiiiiiiiiciieceeeee et 95
6.1.5. Metode de Bradford ...........cooeeieiiiiiiiiiiiiieee e 96
6.1.6. AItres MELOAES ....eeeeuviieiiieeciie ettt e e sraeeeeree s 97
6.1.7. Resum de quantificacio de diferents autors ..........cccceeeeuveercieeenieeennnnn. 98

6.2. Metodes utilitzats per a la separacio i caracteritzacié de proteines
€1 INOSTOS 1 VITIS..eiieuuiieeeiieeiiieeeitteeeitreeestteeesseeesseessseessesesseeessseesssseesseeennses 99
6.2.1. Cromatografia liquida de proteines (FPLC) .........cccceeveviivciiennnenee, 100
6.2.1.1. Filtracio per gel o exclusid molecular ...........cccoecvveeveennennnee. 101
6.2.1.2. BESCANVI 10NIC ..uvviieiiieeiiieeiieeeciie ettt e eveeeeereeesveeeevee e 101
6.2.1.3. Altres 1ebliments ..........cccceeviiiiiiiiiiiiiiee e 102
6.2.2. Electroforesi en gels de poliacrilamida..........c..ccceeevvieniieiieneenneenen. 102
6.2.3. Electroforesi capil-lar..........ccoeoueiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 105
6.2.3.1. Electroforesi capil-lar de zona o lliure..........c.ccceveeeeveeennennns 106

6.2.3.2. Altres modalitats d’electroforesi capil-lar ...........c..ccceeeunennee. 108



1. L’escuma dels vins escumosos; Importancia organoléptica

L’aparenga de I’escuma, tot i semblar obvi, és una de les caracteristiques
organoléptiques més important dels vins escumosos. El primer que veu el consumidor
en abocar un vi escumoés dins una copa és ’espectacle generat per 1’escuma. Una
escuma de qualitat es caracteritza per la finesa de les bombolles, la seva persisténcia, i
la preséncia d’un cordé de bombolles més o menys llarg (Poinsaut, 1991; Malvy et al.,
1994; Liger-Belair, 2001a).

L’escumabilitat i la permanéncia de I’escuma son dues propietats essencials per
a la caracteritzaci6 d’un vi escumos (Maujean et al., 1990). Per tal de definir millor
aquestes propietats cal pensar en el comportament d’aquest tipus de vi quan s’aboca
dins una copa de cristall. El primer que s’observa, sota I’efecte de la turbuléncia, és
precisament la fase d’escumabilitat, que es correspon amb I’aparicié d’una escuma
abundant a la superficie del liquid dins la copa. Es de curta durada, ja que des del
moment en que es deixa d’abocar el vi, la seva algada comenga a disminuir fins que és

possible veure el liquid de la superficie.

Gairebé des del primer moment en que se serveix el vi es pot observar el
desprendiment de bombolles. Sol fer-se en forma de cordons o rosaris verticals, des del
liquid cap a la superficie. La permanéncia de 1’escuma es defineix com la capacitat per a
que aquest desprendiment duri més o menys temps. Es una caracteristica molt important
ja que és el fenomen que permet fer una descripcido detallada de I’aspecte i el
comportament de les bombolles. A més, permet establir també el nombre total de
cordons, considerat aquest com un dels factors de qualitat del vi escumds (Poinsaut,
1991). El temps d’existeéncia del cordo esta lligat tant a la intensitat de 1’efervescencia
com a la composicio del vi. La permanéncia de I’escuma es correspon amb un estat
estacionari en el que la velocitat de desaparicio de les bombolles a la superficie és igual

a la d’incorporaci6 de noves bombolles al cordo.

En un vi escumoés, la qualitat del producte esta relacionada amb el tamany de les
bombolles formades dins la copa. Aixi, petites bombolles que ascendeixin de forma
lenta cap a la superficie son preferibles a unes bombolles massa grans (Liger-Belair et
al., 1999). La formaci6 i permanencia d’un collar d’escuma a la superficie liquida és
considerat també com a un factor de qualitat (Obiols et al., 1998; Liger-Belair et al.,
1999; Peron et al., 2000; Liger-Belair et al., 2001b). Tot i que no existeixen estudis al

respecte, probablement el tamany de les bombolles influeixi en el desprendiment
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d’aromes i en les sensacions en boca durant la degustacié (Liger-Belair ef al., 1999), tot

i que és obvi per simple apreciacié organoléptica que en el seu conjunt si que €s aixi.

1.1. Les bombolles

Les bombolles d’un vi escumoés son, per la seva propia naturalesa, fragils i
efimeres, en tant que atractives. A part del color o del sabor, I’efervesceéncia és un factor
primordial en I’apreciacié de la qualitat d’un vi escumos, tan en 1’aspecte visual com en
I’olfactiu. La finesa de les bombolles, la seva persisténcia a la superficie del liquid i el
pessigolleig que provoquen dins la boca son uns criteris essencials a tenir en compte en

la fitxa de degustacio d’un vi escumos.

El mateix Leonardo da Vinci, en el segle X VI, es dedica a I’estudi de la velocitat
de les bombolles en ascensié en funcio del seu tamany i en diferents matrius liquides.
Al llarg del temps la bibliografia existent al respecte ha augmentat considerablement,
perd només des de fa uns anys hi ha un gran interés en 1’estudi sobre la formacio i

I’estabilitat de les bombolles en begudes carboniques.

En el sentit estrictament quimic, un vi escumoés és una solucio hidroalcoholica
sobresaturada en dioxid de carboni que conté una gran diversitat de molécules, des de
les més senzilles fins les més complexes. En el moment d’abocar-lo, 1I’escuma és molt
abundant i esta fornada per bombolles d’uns quants milimetres de diametre. Passats uns
segons aquesta escuma disminueix fins donar lloc a un collaret fi de bombolles a la
periféria de la copa. Per a comprendre millor la importancia relativa d’un compost o un
altre en la morfologia i el temps de vida del cordd6 de bombolles, es treballa amb
solucions model en les que s’afegeixen les diferents macromolécules procedents del vi

(Senée et al., 1999) o altres substancies que poden trobar-se en aquest.

A continuaci6 es descriuen les distintes etapes de la “vida” d’una bombolla en
un vi escumds, a saber: naixement, desadsorcid, ascensié dins el liquid i, finalment,

explosio a la superficie.
Formacio i desadsorcio de les bombolles
En el transcurs de la presa d’escuma (segona fermentacio alcoholica), que es

dona dins la botella, els llevats consumeixen el sucre que s’ha afegit, alliberant dioxid

de carboni. Aixi, s’estableix un equilibri entre el CO, que es troba disolt en el vi i el que
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esta en estat gasos atrapat al coll de la botella. Quan la destapem, el CO, gasos s’escapa
bruscament de manera que [’equilibri termodinamic es trenca donant lloc a una
sobresaturaci6 de CO, en el liquid. Aleshores, aquest CO, disolt retorna
progressivament per difusio a la fase gasosa a través de la superficie lliure i mitjancant

I’emissio de bombolles (Maujean, 1989).

La formacié d’una bombolla en el vi s’anomena nucleaci6. En principi, podria
donar-se a qualsevol punt del liquid, cas de la nucleacié homogénia, pero el grau de
sobresaturacid del gas no és prou gran com per permetre aquesta aparicidé espontania.
Segons la llei de Laplace, que relaciona la diferéncia de pressid entre el vi i el gas amb
la tensi¢ de superficie i el radi de curvatura de la bombolla ( [JP=2-01‘R™" ), la
pressio del CO, hauria de ser de 1’ordre de 2000 atm, quan dins la botella és només de 5
a 6 atm. Per aquest motiu, el que donara lloc a I’aparicié de bombolles seran les petites
cambres d’aire que han quedat atrapades en les impureses microscopiques presents en
dissolucid (pols del suro, particules residuals d’adjuvants de tiratge, microcristalls
d’hidrogenotartrat de potasi...) i en les microcavitats del vidre de la copa o la botella que
no han quedat completament mullades en el moment d’abocar el vi (Maujean, 1989;

Douillard et al., 2000). Es tracta, doncs, d’una nucleacid heterogénia.

En la nucleacié heterogenia, les molécules de CO, disoltes en el vi entren per
difusio en aquestes cambres d’aire de manera que apareix una bombolla, el tamany de la
qual va augmentant amb el temps. Només quan la for¢a d’ Arquimedes esdevé superior a
la forca capil-lar que manté fixada la bombolla al punt de nucleaci6, aquesta podra
desprendre’s. De totes maneres, una petita cambra de gas queda sempre atrapada, de
forma que permet el naixement d’una nova bombolla seguint el mateix procés que
I’anterior, 1 aixi de forma successiva. El volum de la bombolla en el moment de
desprendre’s és proporcional al radi de la microcavitat. Per aplicacio de la llei de
Laplace es troba que el radi minim (anomenat radi critic) de la microcavitat per a que
es pugui formar una bombolla és de 0.2 ['m. L’emissi6 de bombolles es dona de forma
regular als diferents punts de nucleacié donant lloc a I’aparici6 d’una columna o cordd
de bombolles. A les figures 1 i 2 es representen esquematicament els processos de
difusio del CO; en la nucleaci6 heterogenia i les forces que actuen sobre una bombolla

lligada a una microcavitat.

A causa de la importancia de DI’efecte de la copa de degustacié sobre el
desprendiment de bombolles, se’n parlara amb més detall a 1’apartat 1.2.1 de la

Introduccid.
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Figura 1 - Representaci6 esquematica de la Figura 2 - Representaci6 esquematica de les
formaci6 d’una bombolla en una microcavitat. forces que actuen sobre una bombolla lligada a
(Casey, 1988, 1995) una microcavitat. (Bisperink et Prins, 1994)

Amb I’ajut d’un muntatge fotografic adequat poden obtenir-se fotografies del
desprendiment de les bombollesi i determinar-ne, per exemple, la freqiiéncia de
formaci6 1 desprendiment (Liger-Belair et al., 1999). S’ha observat que aquesta és
diferent segons el punt de nucleacid considerat (és funcid del tamany i forma de les
micro-cavitats preexistents en el vidre de la copa) perd constant per a un mateix punt, en
un periode de temps raonable. S’han mesurat freqiiencies que van des de menys de 1 Hz
fins més de 25 Hz. El fet que les mateixes bombolles causin una disminucié del
contingut de CO; a la matriu liquida provoca, a la llarga, una disminuaci6 d’aquesta
freqliencia de desprendiment. Es tradueix també en un augment progressiu de la
distancia entre les bombolles d’un mateix cordd. A les figures 3 i 4 poden veure’s

alguns exemples d’aquest desprendiment.
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Figura 3 - Fotografia de diferents cordons Figura 4 - Particula de la superficie del vidre
de bombolles on es veuen distintes freqiiéncies on s’indueix una nucleacio heterogénia.

de desprendiment en una mateixa copa. (fig.3 & fig.4: Douillard et al., 2000)
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Ascensio

Una vegada despreses les bombolles del seu punt de nucleacio, el CO,; disolt
continua difonent dins elles fent que el seu tamany segueixi augmentant, com també la
seva acceleracid en el trajecte cap a la superficie, ja que tots dos parametres son
proporcionals a la superficie de la bombolla (Douillard et al., 2000). La particularitat
que en el cas de les bombolles d’un vi escumos aquestes augmentin el seu radi durant
I’ascensio (la variacio és linial i diferent en funcié de la freqiiencia de desprendiment) fa
que siguin un objecte d’estudi elegant i senzill per a comprendre, de forma qualitativa,

la dinamica de les bombolles en una solucid sobresaturada.

Aquest augment de tamany i de 1’acceleracio fa que les bombolles experimentin
una deformacié provocada per les forces de viscositat i per la pressi6 inercial lligada al
desplagament de liquid per la bombolla. Si es té en compte perd parametres tals com el
radi de la bombolla, la viscositat, la velocitat de desplacament, la tensié de superficie i
la densitat, que comparen I’efecte de cohesié de la bombolla causat per la tensiod
superficial provocada per les dues contribucions anteriors, es veu que son suficientment
petits i menyspreables, i pot considerar-se que la simetria de les bombolles d’un vi

escumos €s practicament esferica durant I’ascensio.

Entre les diferents forces que actuen a sobre d’una bombolla en ascensié hi
trobam, a més de la for¢a d’Arquimedes, la forca de drenatge lligada al moviment del
fluid que es troba al voltant de la bombolla, que fa que s’hagi de tenir en compte una
nova forga suplementaria anomenada for¢a de massa afegida lligada a la variaci6 de la
quantitat de moviment del liquid desplacat. Aquesta forca, que s’oposa al moviment, no
¢s mai superior a un 2 o 3% de la for¢a d’ Arquimedes, i simplificant, pot considerar-se
negligible. D’aquesta manera I’equacié de moviment queda reduida a una igualtat entre
la for¢a d’Arquimedes (F,) i la de drenatge (Fp):

Fa=4/3 ORW Ol g ; Fp=61 I Ryv = =

Ryp= radi bombolla ; [1[]= diferéncia de densitats liquid/gas ; g =acceleracié de la gravetat

[]= viscositat del vi ; v= velocitat de Stockes

Aixi, és d’esperar que la velocitat de les bombolles sigui una funcié quadratica
del seu tamany. Les mesures experimentals de la velocitat d’ascensi6 de les bombolles
mostren que efectivament existeix aquesta relacid quadratica amb el seu radi (Liger-

Belair et al., 1999; Liger-Belair et al., 2000). No obstant aix0, aquesta velocitat
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d’ascensio es veu que es inferior a la prevista segons les lleis de 1’hidrodinamica

assumint un flux de Stokes.

Per explicar aquest fet es té, per una banda, que al no tractar-se d’una ascensid
infinita, el vidre de la paret de la copa pot modificar el flux de liquid al voltant de la
bombolla. D’altra banda, les molécules amb propietats tensioactives presents en el
liquid, durant la progressi6 de les bombolles, van adsorbint-se a la seva superficie
augmentant-ne la rigidesa, de forma que en modifiquen les condicions hidrodinamiques
amb el resultat d’'una disminucié de la seva velocitat (Liger-Belair et al., 2001a). Es
forma una capa d’adsorcié que disminueix de forma considerable la tensi6 de superficie
de la bombolla. Moltes d’aquestes molécules soén de naturalesa anfipatica, €s a dir, amb
una part hidrofila que se situa a la part liquida de la interfase i una part hidrofoba
situada a la part gasosa (és el cas, per exemple, d’algunes proteines i de les

glicoproteines).

Les molécules adsorbides a la superficie poden ser empeses pel flux de liquid
cap a la part de baix de la bombolla, de forma que apareix un gradient de tensiod
superficial, i que contribueix en la disminucié de la seva velocitat d’ascensio (veure
figura 5). Ybert et Di Meglio (1998) han trobat una relaci6 experimental entre la
velocitat de les bombolles i la seva concentraci6 superficial en proteina (usant albumina

de serum bovi, BSA), en I’estudi de la velocitat d’ascensio de bombolles de radi fix.

rf tensioactiu
Av

Interfase
mobil
bombolla R
il
-
o
Interfase
rigida

Figura 5 - Representaci6 esquematica de 1’efecte de les molécules tensioactives
en 1’ascensié d’una bombolla (Liger-Belair, 2001a)

En I’ascensio, el comportament d’una bombolla d’un tamany determinat, en un
vi escumos, se situa entre els dos limits extrems corresponents als casos d’una bombolla

saturada en molecules tensioactives (hidrodinamicament equivalent a una esfera rigida)
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i al d’una bombolla sense tensioactius (equivalent a una esfera fluida) . Hi ha un efecte
de diluci6 dels tensioactius a la superficie lligat a I’augment progressiu del tamany de la
bombolla. El resultat net és que I’estat de superficie de la bombolla es manté
practicament constant durant el trajecte d’ascensioé dins la matriu liquida (Liger-Belair
G. et al., 2000). En canvi, en ’estudi de 1’ascensié de bombolles de tamany fix es veu
que a mesura que van adsorbint-se els tensioactius presents en solucio, la mobilitat
interfacial disminueix progressivament fins anular-se. El trajecte recorregut és més curt
com més petita és la bombolla i més elevada sigui la concentracié de tensioactius en

solucid.

Explosio a la superficie

Quan la bombolla arriba a la superficie, a la part de 1’aire, la capa liquida que la
delimita esta formada per dues interfases (aire/vi i vi/CO;) mentre que a la part del vi
només es té la interfase vi/CO,. La for¢a d’Arquimedes fa que la bombolla floti a la
superficie del vi. En aquest punt, el drenatge provocat per la forga de gravetat fa que la
capa liquida que constitueix la part emergent disminueixi el seu grossor, el que pot
arribar a causar el seu trencament. El drenatge depén sobretot de la viscositat d’aquesta
capa liquida (Robillard et al., 1993). Quan el gruix de la capa és suficientment petit, les
dues interfases que la limiten al costat de 1’aire poden arribar a estar prou proximes com
per a que aparegui una interaccid entre elles. A causa de la disposici6 de les molecules
tensioactives, la interaccid és normalment repulsiva (repulsié eléctrica entre les parts
hidrofiles dels tensioactius de naturalesa anfipatica, efecte del volum exclos...) 1 fa que
aparegui el que s’anomena pressio de disjuncio (Douillard et al., 2000). Aixi, aquesta
repulsid tendeix a estabilitzar la capa liquida front a la disminucié del seu gruix causat
pel drenatge fent que, si la pressio és suficientment important, es mantengui una capa de

gruix constant.

La disminuci6 del gruix de la capa liquida és dona en qliestid6 de décimes de
segon i fa que la concentraci6 de macromolécules en el seu interior augmenti
rapidament podent arribar a concentracions de I’ordre de 20 g/l (1000 vegades superior
a la del vi), donant lloc a la formacié d’agregats (Peron et al., 2000). El seu efecte sobre

les propietats de les bombolles encara no esta ben estudiat.

Pel que fa a la forma de les bombolles quan arriben a la superficie, 1’existéncia
de la capa liquida que les delimita fa que la llei de Laplace s’hagi d’aplicar dues
vegades al costat de 1’aire (dues interfases) mentre que al costat del vi només s’aplica

una vegada (interfase CO»/vi). Aixi, el radi de curvatura de les bombolles a la seva part
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superior és el doble que a la part inferior. Si es considera la interfase aire/vi, que té
forma convexa, la tensid superficial imposa una transicié suau de formes abans que
s’ajunti a la superficie plana del vi. Hi ha, doncs, un punt d’inflexi6 a partir del qual la

curvatura de la interfase s’inverteix i esdevé concava (Douillard et al., 2000).

Com s’ha dit anteriorment, a la part de 1’aire, el drenatge del vi de la capa
liquida que delimita la bombolla provoca una disminucié del seu gruix que pot causar,
fins i tot, la seva ruptura. La desaparicio de les bombolles també pot ser provocada per
I’intercanvi de gasos que es dona entre el vi, la bombolla i I’aire (veure figura 6). Quan
el flux de gas és més important cap a I’exterior de la bombolla, el seu tamany
disminueix de forma que la pressio a I’interior augmenta. Aixd provoca una disminucio
de I’entrada de gas cap al seu interior i augmenta encara més el flux cap a I’atmosfera,

pel que la bombolla desapareixera per reabsorcié (fenomen observable a simple vista).

CO, AIRE
Drenatge
CO,

Figura 6 - El tamany i la vida d’una bombolla depenen de la intensitat relativa
dels diferents fluxos gasosos i liquids (Douillard ez al., 2000)

Pot passar que la disminucié del volum de la bombolla i el conseqiient augment
de la concentracié de tensioactius a la interfase facin que la disminucié de la tensio de
superficie sigui tan rapida que la diferéncia de pressié (JP=2-11-R™") disminueixi en lloc
d’augmentar (Douillard et al., 2000). Per tant, el flux de gas cap a I’exterior és menor
mentre que el del sinus del vi cap al seu interior es veu facilitat i no es dona 1’anterior
reabsorci6. Quantitativament, I’efecte de la variaci6 de 1’area sobre la tensio de
superficie es mesura amb el modul de compressibilitat ([1=d1/dInA) i els calculs
mostren que les bombolles tendran tendéncia a estabilitzar-se si [ > [1/2. Es una
situacié que no es dificil d’aconseguir i que es dona per a la majoria de les bombolles

que arriben a la superficie.

A la superficie, dues bombolles proximes poden desaparéixer per coalescéncia
(Robillard et al., 1993; Douillard et al., 2000) quan la ruptura de la capa liquida es dona
entre elles dues, o per desproporcié (envelliment de Ostwald) quan una bombolla més

petita es «desinflay dins una més grossa. En el primer cas, la unié entre les dues
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bombolles es fa per la seva part concava i a causa de la pressié menor en aquesta zona
que a la part atmosférica, que afavoreix el seu apropament. Es precisament aquesta
aproximacio entre les bombolles el que permet la formacié d’un collar de bombolles al
voltant del vidre de la copa, on les més properes a la paret s hi troben fixades a través
del seu menisc. L’envelliment d’Ostwald fa referéncia a la difusi6 de CO, entre dues
bombolles quan aquestes estan en contacte. Obviament, segons la llei de Laplace, la
difusié es fera de la bombolla més petita (major pressioé del gas) cap a la més gran
(menor pressio), que esdevindra encara major (veure figura 7). Es per aquest motiu que
es parla de desproporcio. Cal tenir en compte que la variacié de tamany de les
bombolles depén de les caracteristiques de les interfases, de manera que si el modul de
compressibilitat és suficientment gran en comparaci6 amb els valors de tensio
superficial el fenomen d’envelliment d’Ostwald no es donara. A vegades s’observen
bombolles de varis milimetres de diametre la formacio de les quals seria possible per a

valors molt baixos del modul de compressibilitat.

Envelliment d’Ostwald (desproporcio)

Co,

e
e

Figura 7 - Difusi6 de CO, de la bombolla menor cap a la de major tamany,
segons la llei de Laplace (Douillard et al., 2000)

Quan una bombolla es trenca a la superficie del vi a causa del drenatge, les
diferéncies de curvatura al voltant de la cavitat formada per 1’altra meitat de la bombolla
genera uns gradients de pressid que es tradueixen en I’aparicid de tot un seguit de
corrents hidrodinamics (Liger-Belair et al., 2001b). Quan la cavitat es tanca, un fil
d’aigua és projectat a alta velocitat cap amunt i es trenca en petites gotetes que retornen
a la simetria esferica (veure figura 8). L’esclat de la bombolla principal causa I’emissio

d’un tren d’ona circular.

L’explosi6é ininterrompuda de bombolles a la superficie provoca la suspensid
d’un nuvol de gotetes molt fines a 1’aire, donant lloc a la formacié d’un concentrat de
molécules tensioactives que abans es trobaven en la matriu liquida. Com que molts dels
compostos aromatics presents en el vi escumds tenen propietats més o menys
tensioactives, és segur que 1’esclat de les bombolles a la superficie té¢ un paper molt

important pel que fa a la detecci6 d’aromes en la degustacio d’aquests vins.
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Si s’observa amb atencié el comportament de les bombolles a la superficie es
veu com el seu temps de vida augmenta progressivament i cada vegada hi ha menys
esclats. L’explicacio es troba en els moviments de conveccid en el liquid 1 en I’ascensio
continuada de les bombolles, que provoquen la migraci6 de les molécules amb
propietats tensioactives cap a la superficie, on hi queden adsorbides, augmentant-ne la
rigidesa (Liger-Belair ef al, 2001a). Aixi, tan el drenatge com la disminuci6 de tamany
que precedeixen al trencament de la superficie de les bombolles al costat de 1’aire es
veuen considerablement ralentits. Hi ha una progressiva estabilitzacio de les bombolles

que fa que desapareixin molt més a poc a poc.

ZAN
.

Figura 8 - Comportament esquematic d’una bombolla durant el procés
d’explosi6 a la superficie (Liger-Belair et al., 2001b)

Passat un temps després d’haver abocat el vi escumos, la vida de les bombolles
¢s forca més gran 1 poden observar-se els fendomens provocats pels corrents
superficials: les bombolles s’organitzen en formes cargolades d’aspecte semblant al

d’una galaxia en espiral.

Una vegada establert 1’equilibri dinamic entre la formacié de bombolles en els
distints punts de nucleacio de la copa i les que esclaten a la superficie, poden veure’s els
efectes colaterals provocats per una bombolla en el moment d’esclatar en el sinus d’una
monocapa de bombolles formada a la superficie liquida del vi (en la que esclaten cents
de bombolles per segon). Es veu com les bombolles situades al voltant de la que acaba
d’esclatar son fortament atretes cap a la part inferior de la cavitat vacant deixada per
aquesta (Liger-Belair et al., 2001c). Aquest fenomen dona lloc a la formacio
d’estructures en forma de flor a causa de la deformacido de les bombolles veines
provocada pel moviment de fluid com a conseqiiencia dels gradients de pressié formats

al voltant de la cavitat (veure figura 9). La superficie d’aquestes bombolles arriba a
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augmentar fins al voltant d’un 15 % i la fase de deformacio té una duracié de 1’ordre de
10 s.

Figura 9 - Vista superior de la avitat deixada per una bombolla que acaba d’esclatar,
i deformaci6 de les bombolles contigiies (Liger-Belair et al., 2001¢)

1.2. Mesura de la qualitat de ’escuma

L’analisi de les propietats escumants d’un vi exigeix disposar d’un sistema de
mesura que permeti valorar 1 distingir les distintes expressions escumants del vi. El
metode pot basar-se en la determinacié de mesures fisiques utilitzant técniques
instrumentals o bé una valoracié sensorial mitjangant 1’observaci6 atenta del fenomen
escumant que transcorre dins la copa. En el primer cas es tracta de mesures objectives 1
presenta 1’avantage de poder aconseguir la seva repetibilitat una vegada fixades unes
condicions analitiques estandard. L’inconvenient, en canvi, es troba en que en funcid
del metode utilitzat els resultats no son extrapolables al fenomen fisico-quimic que té

lloc dins la copa.

D’altra banda, I’analisi sensorial avalua 1’escuma en el seu entorn natural. Es
tracta, pero, d’una mesura subjectiva que dependra, a més dels diferents factors externs
al vi com ara les caracteristiques de la copa de degustacio i la manera d’abocar-lo
(Poinsaut, 1991; Robillard et Duteurtre, 2000), de la persona que en aquell moment esta
intentant apreciar les anteriors propietats. El degustador ha de ser un exemple de rigor 1
d’objectivitat si pretén compararar diferents vins. En aquest tipus d’analisi s’elaboren
uns protocols amb I’objectiu de definir unes condicions que garanteixin al maxim la

repetibilitat dels resultats emesos per un o varis avaluadors per a un mateix vi.

Com que elaborar un producte de qualitat i conservar-lo son dues coses
diferents, a continuaci6 es parlara dels factors externs al vi que en poden modificar els
criteris qualitatius d’efervescencia i d’apreciacid de 1’escuma, sobretot la importancia de

la copa de degustacio.
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1.2.1. Factors externs a la qualitat del vi. Efecte de la copa de degustacid

La copa ¢s I’instrument que posa en contacte el vi amb els nostres Organs
sensorials. Ha de permetre que aquests puguin exercir les seves funcions en les millors
condicions i per tant ha de sotmetre’s tant a les exigencies dels ulls, com del nas i de la
boca. La forma de la copa, el volum, la seva naturalesa i la forma de servir-se’n

afectaran les sensacions que poguem experimentar (Peynaud, 1987).

Els diferents parametres externs al vi que poden causar variacions a nivell de les
condicions de degustaci6 son molt variats: aptituds i predisposicié del degustador,
entorn on es realitza la degustacid6 (com ara la preséncia de particules de pols a
I’atmosfera), condicions de presentacid i manera de servir el vi, i finalment les

caracteristiques de la copa usada per a la degustacio (Darsonville, 2001).

Tot i que s'han fet estudis realment aprofondits sobre la influéncia de la copa en
la degustaci6 de vins, sobretot pel que fa a la percepcid d’aromes (Fischer e Loewe-
Stanienda, 1999), nosaltres ens centrarem de forma gairebé exclusiva en I’efecte de la

copa sobre les propietats efervescents en la degustaci6 de vins escumosos.

Anteriorment s’ha vist que la formacié de bombolles esta lligada a la preséncia
de microcavitats en el vidre (nucleacid heterogénia). Es per aquest motiu que alguns
autors han aconsellat modificar el fons de la copa realitzant-hi un lleuger despoliment
(Peynaud, 1987) en forma de circumferéncia, en el centre, d’uns cinc milimetres de
diametre per tal d’induir aquesta génesi. De fet, el despoliment pot fer-se de diferents
maneres (Darsonville, 2001), pero el que €s essencial és la preséncia de microcavitats
per tal d’afavorir la formacié de bombolles. Aquest mateix autor parla, a part de la
percepciod visual de I’efervescencia i de I’escuma, de I’efecte en la degustacié en boca:
si la formacié de bombolles és nul-la o molt petita sera aleshores dins la boca que tindra
lloc i de manera brusca el desprendiment de gas, fet que resulta particularment
desagradable. Es nota, a més, una impressi6 d’agressivitat en que 1’acidesa és

predominant; hi ha un trencament de I’armonia i I’equilibri gustatius.

Pel que fa a I’abocament del vi dins la copa, quan aquest es fa suaument i de
forma que el vi baixi a través de la paret, s’observa com la disminucié de I’escuma
inicial és gairebé sempre regular, aixi com també¢ la formacié d’un collar de bombolles a
la superficie (Robillard e Duteurtre, 2000). A més, 1’estabilitat de 1’escuma és major si

s’aboca el vi en dos temps (volums iguals i amb una diferéncia de 30 segons entre ells),
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sense que s’hagi pogut trobar una explicaci6 satisfactoria d’aquesta constatacio (Hardy,
1992).

La forma de la copa també és important. Tot i que el volum d’escuma inicial
formada és practicament el mateix, en una copa de major diametre la superficie
d’intercanvi vi / aire és també més gran, pel que la difusié lliure del CO, és més rapida.
Aixi, és d’esperar que 1’efervescéncia s’acabara abans. Es per aquest motiu que
s’aconsella 1’Gs de copes tipus flauta, més llargues 1 més estretes que les copes usades

per a vins tranquils, per a la degustacio de vins escumosos (Darsonville, 2001).

Proves realitzades sobre 1’efecte de la temperatura de les copes i del vi no
revelen diferéncies significatives en les propietats escumants (Robillard et Duteurtre,
2000). Només en el cas extrem d’haver deixat un cert temps una copa en el congelador
s’observa I’efecte de la humitat: I’aigua que s’ha depositat sobre la superficie del vidre
n’ha mullat les microcavitats responsables dels punts de nucleacié heterogenia de forma
que no és permet la formacié de cambres d’aire i, conseqiientment, tampoc la génesi de

les bombolles.

Per la seva gran importancia, cal fer referéncia a la forma de netejar les copes.
Es preferible fer-ho a ma, rentades amb aigua calenta lleugerament sabonosa (evitar
I’escés de detergent i 1’s de productes abrillantadors), esbandir-les amb aigua també
calenta, si pot ser desmineralitzada o desionitzada per evitar la deposicido de sals
calciques (Darsonville, 2001), i deixar que s’escorrin cap per avall. Si es renten a
maquina cal anar molt amb compte amb els productes d’esbandit ja que normalment
contenen substancies per a que els objectes rentats, una vegada secs, apareguin més
brillants. S’ha observat un efecte clarament negatiu sobre I’estabilitat de 1’escuma
(Robillard et Duteurtre, 2000), suposadament per dissolucié en el vi de residus
d’aquestes substancies. En quant a 1’efervescéncia, tot i no haver-hi grans diferéncies,
les bombolles apareixen més grosses ja que s’ha pogut observar com la superficie del
vidre queda recoberta per un producte de caracteristiques hidrofobes que presentara, per
tant, una major afinitat pel CO, disolt en el vi. Es remarca que, fins i tot després de
rentar correctament varies vegades una copa aixi contaminada, costa bastant recuperar

les propietats de superficie inicials.

Finalment, s’ha de considerar I’efecte de 1’eixugat. Si es fa de forma natural,
amb la copa cap per avall, a temperatura ambient i en un entorn net, no solen alterar-se
les caracteristiques de la superficie del vidre. En canvi, 1’Gs de draps de tela o de paper

podrien deixar restes, 1’efecte dels quals és imprevisible: actuant com a punts de
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nucleacio heterogénia, I’efervescéncia pot veure’s incrementada; en canvi, si es troben a
la interfase liquid/gas poden actuar com a destructors de les bombolles. Els fabricants de
copes recomanen guardar-les dins un armari de vidre, en un entorn sec i sense olors, i de

peu, mai girades cap per avall (Fischer et Loewe-Stanienda, 1999; Darsonville, 2001).

Es veu, doncs, que la copa té una importancia cabdal en I’expressio de les
qualitats escumants d’un vi. Aix0 fa dificil I’evaluaci6é 1 la comparacidé d’aquestes
caracteristiques, no ja entre diferents grups de degustacio sind també per la variabilitat
introduida en un mateix comité avaluador. Es absolutament necessari tenir una cura
especial amb les copes d’analisi i seguir de forma estricta un criteri preestablert per a la
seva manipulacio. Alguns experts en la degustacié de vins escumosos solen portar amb
ells una o varies copes, sempre les mateixes, i de les quals se n’encarreguen
personalment (Darsonville, 2001). Ho fan amb un doble objectiu: disminuir els riscos de
variabilitat lligats al fet de que en dues copes distintes no té per qué observar-se un
mateix comportament de 1’escuma, i perqué d’aquesta manera els és possible
I’acumulacié de coneixements a partir dels adquirits en cada una de les sessions

d’avaluacio, com si de la construccid d’una base de dades es tractas.

1.2.2. Mesures objectives de la qualitat de ’escuma

L’avaluaci6 de la concentracié de CO; en un vi escumos pot fer-se mitjangant
metodes volumétrics (alcalinitzacidé del CO, i posterior valoracid) o per meétodes
manometrics, mesurant I’increment de pressid en la cambra d’aire del recipient tancat
que conté el vi, una vegada acidificat amb acid tartaric i agitat (Moreno-Arribas et al.,
1996).

Per a avaluar I’efervescéncia i I’escuma en el seu conjunt existeixen també
diferents métodes (Polo et al., 1996). N’hi ha que es basen en la mesura de la cinética de
desprendiment de CO,. En aquest sentit, s’ha proposat 1’as d’una equaci6 cinética de
primer ordre que s’ajusti a aquesta forma de desprendre’s el CO,. D’aquesta manera es
pot calcular una constant de velocitat del fenomen: per a una mateixa concentracié de
CO; en un vi, sera millor aquell que tengui una constant de velocitat menor ja que el
desprendiment sera més lent i per tant la seva persisténcia major. Altres autors (Maujean
et al., 1988) han mesurat aquesta cinética en funci6 de la massa d’una dissoluci6 acida
desplagada pel CO, després de la botella a intervals regulars de temps. Primer es
desprén el CO; lliure o espontani i després, per efecte de 1’agitacid, el denominat CO,

provocat.



23

Altres métodes es basen en la mesura de la quantitat d’escuma i la seva
persisténcia. Bikerman (Bikerman, 1938) es dedica a estudiar la formacié d’escuma,
entesa aquesta com a una propietat fisica d’un liquid que ha de ser independent de la
quantitat d’aquest i del sistema de mesura utilitzat. Per fer-ho utilitza un tub graduat de
vidre amb un vidre por6s a la seva part inferior, a través del qual es fa passar un corrent
d’aire. La relacio entre el volum d’escuma formada i el volum d’aire que ha passat a
través del vidre en un temps determinat €s el que anomena unitat de capacitat escumant
i que considera com el temps de vida d’una bombolla. Edwards et al. (1982), en lloc
d’aire, utilitzen CO; a un flux constant i conegut. A partir de 1’escuma formada per un
volum determinat de vi, es mesura el volum de liquid retingut a I’escuma, corresponent
a la diferéncia entre el volum total i el volum de liquid remanent no mesclat amb

I’escuma.

L’automatitzacid del métode de Bikerman, i fonamentant-se en els seus
principis, ha permes a la Station (Enotechnique de Champagne la comercialitzacié d’un
equip anomenat Mosalux®, el qual ha estat utilitzat per nombrosos autors per a la
caracteritzacié del comportament escumant del most, el vi o els vins escumosos
(Maujean et al, 1990; Robillard et al., 1993; Malvy et al., 1994; Andrés-Lacueva et al.,
1996a, 1996b; Lopez-Barajas et al., 1997, 1998, 1999; Senée et al., 1998). Altres
investigadors disposen també d’un sistema automatitzat propi, basat en el métode de
Bikerman i en la idea basica del Mosalux (Moreno-Arribas et al., 2000; Martinez-
Rodriguez et al., 2001).

Per a la mesura de certs parametres relacionats amb 1’escuma i 1’efervescéncia
s’han utilitzat també sistemes d’imatges per visié artificial (Viaux et al., 1994; Marchal
et al., 2001). Primer s’obté la informacié mitjangant 1’is d’una o més cameres i després
es processa aquesta informacié, normalment utilitzant un equip informatic. Es
I’anomenada Visi6 Assistida per Ordinador (VAO). Aixi, es pot mesurar, per exemple,
el nombre i1 tamany de les bombolles a la superficie del liquid, I’amplada de 1’anell o
collar de bombolles format a la superficie de la copa i el col-lapse de I’escuma (Moreno-
Arribas et al., 1996). Els sistemes d’imatges per visio artificial presenten un gran
avantatge en comparaci6 amb els altres: es mesura el comportament de les bombolles en
el seu entorn real, o sigui, directament en la copa. Per aquest motiu s’utilitzen copes
estandaritzades, de tipus flauta, com les usades en la degustacid de vins escumosos ja
que com s’ha vist amb anterioritat la copa té una gran influéncia en 1’expressi6 de les

propietats escumants del vi.
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1.2.3. El Mosalux®

El Mosalux (del grec mosa: escuma, i del llati Jux: llum) és un aparell concebut i
fabricat en els laboratoris d’enologia de la Facultat de Ciéncies de Reims en
col-laboracié amb la Station (Enotechnique de Champagne (Maujean et al., 1988, 1990).
Permet estudiar i mesurar I’escumabilitat i la permanéncia de I’escuma en unes
condicions determinades i estandaritzades d’efervescéncia artificial. El principi del seu
funcionament ¢€s la interrupcio, per part de la propia escuma, d’un feix de llum infraroja.
Aquesta escuma ¢s generada per la injeccio de dioxid de carboni a través d’un vidre

poros.

Amb el Mosalux es poden mesurar les propietats efervescents de qualsevol
producte destinat a fer escuma (Poinsaut, 1991). Cal dir que la técnica del Mosalux ha
estat inspirada per treballs realitzats amb cervesa, I’escuma de la qual és molt diferent a
la dels vins. Certament, quan la cervesa s’aboca dins la copa dona lloc a una escuma
molt abundant i estable. Aixi, I’escuma que forma dins una proveta pot considerar-se
com a prou representativa de la formada en una copa. En el cas d’un vi aix0 no esta tan
clar (Douillard et al., 1999), pero a causa de la variabilitat introduida per les copes de de
degustacio en I’expressié de les propietats escumants del vi (veure apartat 2.1.2.1), ha
estat necessaria I’aparici6 d’un meétode de referéncia que permeti una valoracid
objectiva d’aquestes propietats. D’aquesta manera, a més, poden comparar-se de forma

més fiable els resultats obtinguts per diferents investigadors.

Descripcio i principi de funcionament de l’aparell

El Mosalux esta constituit per un modul de mesura connectat a un ordinador
(veure figura 10). L’element principal del modul de mesura és una proveta de vidre de
40 mm de diametre i 430 mm d’alg¢ada. A la seva part inferior hi ha un vidre poros i un
petit tub lateral que permet la injecci6é de CO,, a través del vidre anterior, en el vi que es
vol analitzar. A 1’esquerra de la proveta s’hi troba una font emissora de llum infraroja, i
a la dreta hi ha un receptor que emet un senyal de 0-10 V inversament proporcional a
I’alcada de 1’escuma. El flux de CO; es controla mitjangant un regulador. Aquest gas
s’injecta per la part inferior de la proveta, la qual conté¢ 100 ml del vi o liquid que es es
vol analitzar (han de ser mostres desgasificades). La injeccid a una pressio i un flux
préviament fixats provoquen la formacio d’escuma dins la proveta, I’alcada de la qual és
mesurada pel sistema emissor-receptor d’infrarojos i traduida en forma de grafic

d’algades per I’ordinador.
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Figura 10 - Esquema del Mosalux (Canals, 1997)
Parametres determinats

El grafic obtingut amb el Mosalux representa I’evoluci6 de ’algada de I’escuma
en funci6 del temps. Mantenint sempre constants la pressio i el flux de gas, I’algada
d’escuma augmenta primerament fins arribar a un maxim i després disminueix fins
estabilitzar-se a una algada determinada. Quan ja no s’observen variacions significatives
de I’algada es para el flux de CO, i es mesura el temps de desaparicié6 completa de
I’escuma. A la figura 11 es representa una corba tipica d’evolucid de I’algada de

I’escuma obtinguda amb el Mosalux.
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Figura 11 - Corba tipica d’evolucié de 1’escuma (Canals, 1997)
Els tres parametres determinats son, doncs:
- Alcada maxima de ’escuma, HM: s’anomena tamb¢ escumabilitat i es correspon

amb 1’alcada maxima de I’escuma obtinguda just després d’haver abocat el vi

escumos a la copa.
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- Algada estable (o permanencia) de I’escuma, HS: sense variar les condicions de
pressio i flux de CO,, I’algada d’escuma disminueix fins estabilitzar-se a 1’algada
HS. Es correspon amb la permanéncia dels cordons de bombolles a la copa i amb la
preséncia d’un collar de bombolles a la superficie del liquid. Es un indicador de la

capacitat per produir una escuma estable.

- Temps d’estabilitat de 1’escuma, 7S: €s el temps necesari per a la desaparicid
completa de I’escuma quan es para la injeccio de CO,. Representa el temps de
desaparicio de les bombolles a causa del drenatge, a la superficie del liquid. Amb
aquest parametre es completa la caracteritzacié de D’estabilitat dels cordons de

bombolles a la copa.

Robillard et al. (1993) proposen un altre procediment per a la mesura de les
propietats escumants, utilitzant el mateix metode, en funcid dels seglients parametres:
expansio6 de I’escuma (E), estabilitat de I’escuma (Ly) 1 coeficient de Bikerman (). Com
que aquests parametres, sobretot el coeficient de Bikerman, també han estat utilitzats
posteriorment per altres autors (Dussaud et al., 1994; Gallart et al., 1997; Lopez-Barajas

et al., 1997; Senée et al., 1999), s’explicaran a continuacio.

L’expansié de 1’escuma (E) es defineix com el quocient entre els volums
d’escuma formada (F,) i de liquid inicial (L,). No es tracta de I’expansié maxima sind
que és l’expansié per a un temps fixat d’injeccido de gas (80 segons, en aquest
experiment). La figura 12 mostra un perfil habitual d’algades de I’escuma en aquestes

condicions.
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Figura 12 - Evolucio tipica de I’escuma Figura 13 - Evolucio6 de I’escuma en la
durant la injeccid de gas (0-80s), i quan determinacio del coeficient de Bikerman.

aquesta s’atura (t>80s). (Fig.12 & Fig.13: Robillard et al., 1993)
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L’estabilitat de 1’escuma (L¢) vé donada com el quocient entre I’area (A) sota la

corba una vegada parat el flux de CO, i I’al¢ada inicial de I’escuma (H,):
L¢=Hy'[H-dt=A-Hy' (estabilitat de I’escuma)

Finalment, el coeficient de Bikerman és una mesura del balang entre la formacio
i destruccié de 1I’escuma en condicions dinamiques. El flux i la pressio de gas son
inferiors respecte dels establerts en la determinacié dels altres dos parametres. La
parada del flux de CO, es fa quan I’alcada de I’escuma es manté constant durant 2
minuts. Es una mesura del temps promig de duracié de les bombolles a I’estat
estacionari: 2=F,/Q. En aquest cas, F, és el volum d’escuma en aquest estat estacionari i
Q el flux de CO; a pressio6 constant. El seu valor és independent de la pressio de gas i
del grau de porositat del vidre fritat. A la figura 13 es veu el perfil d’evolucié de

I’escuma en aquestes condicions.

Els mateixos autors també tenen en compte alguns detalls que s’escapaven en el
procediment descrit per Maujean (1990), com ara el volum exacte d’escuma existent i
els problemes derivats de 1’us d’una pressié i flux de CO; baixos, o quan la columna no
es troba sobresaturada en CO,. En aquest casos apareix un collar d’escuma relativament
estable a sota de la columna d’escuma principal, mentre dura la injeccié de gas, la qual

cosa provoca una alteracié dels valors mesurats.

En un estudi comparatiu (Gallart et al., 1997) entre els parametres HM (al¢ada
maxima), HS (alcada estable) i TS (temps d’estabilitat de 1’escuma) mesurats per
Maujean et al. (1990) i els parametres E (expansio), Ly (estabilitat de I’escuma) i
(coeficient de Bikerman) descrits per Robillard et al. (1993), troben que els que
caracteritzen millor la capacitat escumant dels vins estudiats son HM, X i1 TS.
Consideren que X és preferible a HS ja que el seu valor ¢s independent de les condicions

de determinacio.

Hi ha autors que tenen en compte dues etapes en la fase de desaparici6 de
I’escuma (Senée et al., 1999) quan es para el flux de gas. La primera, designada per Ly,
correspon al temps de disminucidé rapida de la quantitat d’escuma, i una segona,
designada per Lp, que mesura el temps de desaparicié de les ultimes bombolles a la
superficie i que sol ser molt superior a L. Dénen una explicacio qualitativa d’un i altre:
com que I’evaporacié de I’etanol, ja que el tub de mesura esta obert a 1’aire en les
condicions de mesura del Mosalux, pot alterar I’estabilitat de la fina capa liquida de les

bombolles a la interfase aire/liquid, les mesures es repeteixen en un sistema tancat. El
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parametre L esta fortament influenciat pel drenatge provocat per efecte de la gravetat i
pot comparar-se amb els valors obtinguts per a una columna oberta, mentre que els
valors per a Ly son comparables als obtinguts en un sistema de mesura tancat. Queda
sense resoldre, pero, el problema que s’amaga en la dificultat de poder establir una
relaci6 entre el comportament d’una tnica capa en el cas de les bombolles residuals i el

d’una columna tridimensional d’escuma.

Aplicacions

Anteriorment s’ha dit que amb el Mosalux es poden mesurar les propietats
efervescents i escumants de qualsevol producte destinat a fer escuma. En el cas dels
mostos, la seva analisi directa no és possible ja que donen lloc a una escuma massa
abundant i grossera, amb unes bombolles de diametre excessiu, a vegades del mateix
diametre que la proveta, i el sistema de deteccid no permet mesurar una escuma
d’aquestes caracteristiques. Per solucionar aquest problema és suficient afegir una

determinada proporci6 d’alcohol al most (Poinsaut, 1991; Lopez-Barajas et al., 1997).

Els vins si que poden analitzar-se directament. Es pot veure, per exemple,
I’efecte sobre I’escuma de les diferéncies en les técniques d’elaboracid, com també
I’efecte de 1’us dels diferents productes (i I’efecte de la seva concentracio) habituals en
qualsevols dels diferents estadis d’aquesta elaboraci6 (Maujean et al., 1990; Lopez-
Barajas et al., 1998). Aixi mateix, també és possible observar 1’efecte de la presa
d’escuma, és a dir, la segona fermentacid en botella per a 1’elaboracié d’escumosos
(Andrés-Lacueva ef al., 1996). Amb aquest mateix proposit, Pueyo et al. (1995)
utilitzen el metode de Bikerman, que segueix els mateixos principis del Mosalux.

Amb el Mosalux es pot veure com I’escumabilitat d’un vi escumos esta
estretament relacionada amb les del vi base corresponent (Maujean et al., 1990;
Poinsaut, 1991) i que la concentracié de proteines hi juga un paper destacat (Brissonet
et Maujean 1991, 1993; Malvy et al., 1994). A més, s’ha vist que les substancies
implicades en 1’escumabilitat no ténen per qué ser exactament les mateixes que

intervénen en la permanéncia de 1’escuma (Senée et al., 1998, 1999).
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1.2.4. Altres sistemes de mesura

Una variacio del sistema utilitzat en el Mosalux ha estat realitzada per 1’ Instituto
de Fermentaciones Industriales del CSIC (Pueyo et al., 1996), perd basant-se
igualment en la representacio6 de la variacié de I’algada de 1’escuma en funci6 del temps,
segons el metode ideat per Bikerman. El canvi consisteix en utilitzar un flux d’aire i un
sistema emissor-receptor d’ultrasons al que se li ha instalat una guia d’ones que actua
com a diafragma per a evitar els falsos senyals procedents del tub de vidre gasificador.

L’automatitzacié d’aquest equipament ha estat feta per Moreno-Arribas et al. (2000).

Un cas particular dels sistemes d’imatges per visio artificial, molt recent i que
ha proporcionat una gran quantitat d’informacio, és la macrofotografia d’alta velocitat
(Liger-Belair G. et al., 1999, 2000, 2001b, 2001c). Amb aquest sistema s’han mesurat,
per exemple, la freqiiéncia de formaci6 de bombolles, la seva cinética de creixement, la
velocitat d’ascensiod cap a la superficie en el sinus de la matriu liquida i els fenomens
que tenen lloc a la superficie en el moment d’esclatar una bombolla. Per evitar
interferéncies de la llum exterior en el sistema fotografic, tot el muntage €s introduit en
una cambra obscura. A part de la mateixa copa i d’una camera adaptada a les condicions
de treball, el sistema de mesura consta d’una llum de flash, una lamina de plastic
transliicida per a que la llum sigui homogenia i un paper graduat situat al cristall de la
copa per a mesurar 1’escala. Amb un estroboscopi (sistema de llum de flash de
freqiiéncia variable) es mesura la freqiiencia de formacié de les bombolles, tot ajustant
la freqliencia de flash de 1’aparell a la d’aquestes. Aixi, cada una de les fotografies d’un
cordé de bombolles pot interpretar-se com a una successié de fotografies d’una mateixa
bombolla. D’aquesta forma pot trobar-se quin €s I’increment de tamany d’una bombolla

i la seva velocitat durant 1’ascensio en el liquid.

A un nivell més particular, i relacionat amb les bombolles i les propietats de les
seves interfases, s’han fet diferents estudis, com ara mesures del gruix de la capa liquida
d’una bombolla a la interfase liquid/aire i mesures el-lipsométriques i de la seva tensio
superficial 1 (Puff et al., 1998; Senée et al., 1999, 2001; Péron et al., 2000, 2001).
Aquestes dues ultimes serveixen com a indicadors de 1’adsorci6 de compostos amb
propietats tensioactives a la superficie. Pel que fa a les diferéncies entre un i altre
metodes, les mesures per el-lipsometria es revelen més sensibles en quant a la deteccio
de la formacié d’una capa d’adsorpci6. S’ha de tenir en compte, perd, que el solvent
usat en els experiments no és el mateix, de manera que les molécules adsorbides en un

cas no ténen per que ser-ho en I’altre. A mode de conclusié, s’ha constatat que la
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mesura de la cinética de variacio de la tensid superficial avalua de forma satisfactoria el
conjunt de macromolécules d’una mostra. No obstant, aquesta variacid no és del tot

proporcional a la concentracié de les macromolecules.

Per acabar, una altra técnica utilitzada és la de microscopia d’angle de Brewster
(BAM) la qual proporciona imatges dels dominis bidimensionals de la capa

d’adsorpcio, mitjangant 1’exploracié de la seva superficie (Péron ef al., 2001).
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2. Influéncia de la composicio quimica del vi sobre I’escuma

L’escuma dels vins escumosos és una qiiestié complexa, en la que es déna un
balang entre tot un conjunt de factors positius i negatius que afecten la seva qualitat
(Robillard, 1995).

La composicio quimica del vi és segurament el principal factor que condiciona
la qualitat intrinseca de la seva escuma i efervescéncia (Maujean et al., 1990; Robillard
et al., 1993; Pueyo et al, 1995; Andrés-Lacueva et al., 1996). Per aquest motiu,
qualsevol operaci6 que pugui provocar un canvi en la composicid, concentracid o
qualitat d’algun dels elements que constitueixen un vi escumoés es traduirda en un
malbaratament, una inhibicié o bé una millora de la seva escuma. Tota la informacid
relacionada amb els factors i elements que 1’afecten pot resultar de gran interés 1 utilitat

per a I’elaborador.

També ténen un efecte important la duracié i1 la temperatura a la que s’ha
realitzat la presa d’escuma (segona fermentaciod), el tipus de llevat utilitzat i 1’Gs de
clarificants (Poinsaut, 1991; Marchal, 2000) o d’adjuvants de tiratge per a facilitar el
remogut de les botelles (Hardy, 1993a), operacid en la qual els diferents posits formats

son traslladats cap al coll de la botella per a ser eliminats posteriorment.

En les bombolles, 1’estabilitat de les interfases liquid/gas, sigui aquest CO, o bé
aire quan arriben a la superficie, esta lligada a la preséncia de particules col-loidals en
solucid (Senée et al., 1998). Aixo afectara, conseqiientment, 1’aspecte global de
I’escuma, ja que el nombre i el tamany de les bombolles condicionen les caracteristiques
escumants d’un vi. Es per aquest motiu que la formacié d’una capa d’adsorcio, per part
de les diferents molécules amb propietats tensioactives del vi, a la interfase gas/liquid de
les bombolles, és d’una gran importancia en 1’estabilitzacio de 1’escuma (Puff et al.,
2001).

Els tensioactius sén molecules que produeixen una disminucié de la tensid
superficial. En la composicié d’un vi hi ha diferents tipus de substancies que presenten
aquesta propietat (Bosch et al., 1989). Entre les més comunes hi trobam molécules
petites com I’etanol, el glicerol, 1’acid tartaric i alguns acids grassos; i altres més grans
com ara aminoacids, polisacarids, proteines, lipoproteines i glicoproteines. El que
caracteritza aquests compostos sol ser la preséncia, en la seva estructura, de dos grups
antagonics respecte 1’aigua: un hidrofobic i un altre hidrofilic, el que determinara la

seva orientacid en les interfases vi/gas. L’origen dels anteriors biotensioactius és,
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principalment, vegetal (raim) i dels propis llevats (fermentacié i conservacié del vi en

contacte amb ells).

Es veu, doncs, que el coneixent i I’estudi de I’estructura de les molécules
implicades en les propietats efervescents i escumants dels vins és molt necessari ja que
d’aquesta manera es podran orientar les practiques viticoles i enoldgiques per tal de
controlar millor les qualitats organoléptiques de I’escuma. A continuacié s’estudiara la

influéncia de cada un d’aquests compostos.

2.1. Influéncia dels col-loides (proteines, glicoproteines i polisacarids)

Les proteines formen part del grup de biomolécules presents en el vi que, per les
propies caracteristiques, tenen capacitat per formar capes d’adsorcid i estabilitzar les
interfases vi/gas a les concentracions habituals d’etanol d’aquests (Bosch et al., 1989;
Robillard, 1995; Douillard et al., 1999). Sembla, per tant, que puguin tenir un paper

destacat en la formacio d’escuma en el cas dels vins escumosos.

Com que els diferents compostos polipeptidics, proteines, glicoproteines i
proteoglucans son molt variats en els vins, sobretot pel que fa a la seva composicio i
caracteristiques, la determinacié de la concentraci6 de proteina sempre ha presentat
problemes (Douillard ef al., 1999). Cap dels métodes utilitzats fins ara en la seva
determinacid no pot considerar-se completament especific per a proteines a causa de la
presencia de substancies interferents. El metode de Bradford, que és el més utilitzat en
enologia per a la quantificacié directa de proteines, presenta la interferéncia d’altres
substancies com ara ’etanol i els compostos fenolics (Marchal et al., 1997). Es per
aquest motiu (importancia de ’efecte de la matriu), i per la varietat de métodes de
determinacié de proteina utilitzats, que cal anar amb compte quan es pretén avaluar i

interpretar de forma global I’efecte de les proteines sobre 1’escuma.

No obstant aixo, en els diferents experiments realitzats fins ara s’han pogut
establir sempre correlacions entre les propietats escumants i la preseéncia de proteines.
Per exemple, Maujean et al. (1990) observen una bona correlacié entre la concentracid
total de proteina i el parametre HM d’escumabilitat, mentre que no es pot correlacionar
amb el temps de desaparici6 de ’escuma (TS). Amb proves d’addicio de diferents dosis
de bentonita (utilitzada per a eliminar les proteines del vi i prevenir I’aparicid
d’enterboliments) en vins i mostos, observen un efecte clarament desfavorable per

I’escuma per a dosis superiors a 10 g/hL. Els estudis fets per Brissonnet et Maujean
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(1991, 1993) mostren que ’aportacié de bentonita disminueix de manera sensible la
quantitat de proteines en el vi, a la vegada que s’observa un increment de la inestabilitat
de I’escuma. Quan afegeixen proteines aillades d’un champagne al mateix champagne
original, el volum d’escuma, en el temps, és major en relacié a la mostra a la que no

s’han afegit proteines.

Altres resultats i relacions experimentals s’han obtingut mitjangant 1’analisi de
“vins d’escuma”, d’ultrafiltraci6 de vins i d’analisis estadistiques de correlacions amb la

composicid quimica del vi.

El vi d’escuma s’obté recullint ’escuma formada a partir del vi, en injectar en
continu dioxid de carboni (Brissonet ez Maujean, 1991, 1993). Aquest vi conté d’un 10
a un 30% més de proteina que el vi del qual prové. Son precisament les proteines de
major hidrofobicitat les que estan preferentment presents en el vi d’escuma, el que
mostra que no totes les proteines participen de manera idéntica en les propietats
escumants. S’ha observat també un enriquiment en altres substancies, com ara ferro i
alguns polisacarids. En qualsevol cas, la seva preséncia a 1I’escuma no té per que

implicar un eventual efecte en I’estabilitzaci6 de les bombolles.

La ultrafiltraci6 tangencial de vins permet obtenir un efluent enriquit en
macromolécules, i particularment en proteines, i un ultrafiltrat empobrit en aquests
constituients (Malvy et al., 1994). L’addici6 d’aquestes dues fraccions al vi original
permet variar-ne la concentraci6 proteica i macromolecular. Es veu com les propietats
escumants, definides pels tres parametres del Mosalux (HM, HS, TS), dels vins
reconstituits a partir de les fraccions d’ultrafiltrat i ultraconcentrat, i del vi original,
estan ben correlacionades amb la preséncia de proteina i de macromolécules. L’assaig

s’ha realitzat en una unica mostra de vi base.

Existeixen varis estudis on es relacionen estadisticament les propietats
escumants d’un vi amb la seva composicio quimica (Pueyo et al, 1995; Andrés-Lacueva
et al., 1996a; Lopez-Barajas et al., 1997, 1998, 1999). Se solen tenir en compte una
gran quantitat de parametres, a part dels mesurats mesurats habitualment en un vi (grau
alcoholic, acidesa total i volatil, pH, SO,, glucosa i fructosa, acids majoritaris...), com
ara els diferents compostos nitrogenats, sucres i polisacarids, compostos volatils,
compostos fenodlics 1 acids grassos. A continuacidé es descriuen alguns dels resultats

relacionats amb la concentraci6 de proteines.
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En mostos, Lopez-Barajas et al. (1997) troben que existeix una bona correlacid

entre la concentracid de proteines i I’escumabilitat (HM).

Pueyo et al. (1995) han comparat 1’algada estable i I’estabilitat de 1’escuma de
deu vins base i deu caves, amb 73 dels seus parametres quimics. En els vins base
s’observa una correlacio negativa de la concentracié de proteina amb 1’algada estable de
I’escuma, mentre que no es relaciona de forma significativa amb la seva estabilitat. Per
contra, en el cas dels vins escumosos, la correlacid és positiva amb 1’estabilitat de

I’escuma, perd no hi ha cap relacié amb I’al¢cada estable.

En un estudi analeg (Andrés-Lacueva et al., 1996a), realitzat amb 44 mostres de
vins base, s’ha observat una correlaci6 positiva amb 1’al¢ada de I’escuma pero negativa
amb D’estabilitat. Aquests resultats contrasten amb els precedents i inciten a tenir molta

prudéncia en les seves interpretacions.

Aixi, aquest tipus d’aproximacions estadistiques aporten només correlacions, i el
nombre forgosament restringit de mostres no permet anar massa lluny en la interpretaciod
dels resultats. A més, en el cas dels champagnes les correlacions han estat sempre
positives (Douillard et al., 1999), mentre que en caves els resultats no segueixen una
tendencia clara. S’hauria de plantejar, doncs, la qiiestio dels efectes de les varietats de
raim, les condicions de cultiu i els canvis en els procediments d’elaboracio, en el

moment d’interpretar els resultats observats.

Com s’ha vist, les correlacions estadistiques no son suficients. Aixo fa pensar
que cal recorrer a I’estudi de solucions model per intentar establir una relaci6é de causa-

efecte entre la preséncia de proteines i les propietats escumants.

En solucions model s’ha pogut observar que les proteines s’adsorbeixen en les
interfases liquid/gas (aire i/o CO,) de la capa liquida que delimita les bombolles,
contribuint d’aquesta manera en la seva estabilitzacid, on s’hi troben en concentracions
de saturacié (Dussaud et al., 1994b; Puff et al., 1998). L’estabilitzacio es pot realitzar
mitjancant diferents mecanismes, perd sobretot per I’augment de la viscositat i
I’elasticitat de la capa interficial (mesura del modul de compressibilitat) i els efectes

estérics que mantenen a una certa distancia les interficies de la lamina liquida.

Si la tensio superficial és la que assegura la cohesio del liquid, afavorint la
formacié de bombolles, el més immediatament mesurable ¢€s la disminucié d’aquesta

tensio quan es dona 1’adsorcid de proteines a la interficie aigua-gas (Puff N. et al.,
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1998). En el cas del vi, la dificultat d’aquesta mesura vé donada pel fet que 1’etanol
també s’adsorbeix, diminuint el valor de la tensid. Els mateixos autors han intentat
determinar 1’estructura de la capa d’adsorcié formada pel cas concret de la [1-caseina en
preséncia d’un 12.5% d’etanol (percentatge habitual en els vins), observant que aquesta
proteina s’adsorbeix dues vegades més en preséncia d’etanol que en la seva abséncia.

En canvi, les mesures de tensio superficial en equilibri suggereixen tot el contrari.

El model d’estructura de la capa d’adsorcid és, de forma qualitativa, el seglient:
les cadenes polipeptidiques parcialment desplegades de les proteines adsorbides formen
una xarxa en que les molécules s’enreden parcialment amb les seves veines. A la
interficie, aquesta xarxa deixa lloc per a les molécules de solvent o d’etanol, en el cas
d’una solucio6 hidroalcoholica. La pressio de superficie és, per tant, la suma de les dues

contribucions anteriors.

La conclusié d’aquests estudis amb solucions model és que les proteines poden
adsorbir-se molt bé en preséncia d’etanol i conferir a les interficies de les bombolles
propietats estructurals que les estabilitzen. La qliesti6 esta en saber si aixo passa també
en el cas dels vins escumosos, fet que pareix possible a partir dels resultats obtinguts en
tota la série d’estudis realitzats. Tal vegada, perd, en aquests casos seria millor
considerar el terme macromolécula, menys restrictiu que el de proteina, tenint en

compte que els vins son mescles complexes de molecules i macromolécules.

Un cas especialment interessant €s el de les glicoproteines, ja que la seva
estructura, formada per una part proteica i una part glucidica, o sigui, dos dominis
clarament diferenciats en quant a caracteristiques d’hidrofilia i hidrofobicitat, fa que
siguin un bones candidates per a la formaci6 de capes d’adsorcio a les interfases de les
bombolles (Bosch et al., 1989; Moine-Ledoux, 1997; Senée et al., 1999).

En aquests tipus de molécules, els carbohidrats tenen un efecte protector sobre la
proteina de cara a la seva desnaturalitzacid6 provocada per 1’etanol, de forma que
n’incrementen la solubilitat. L’ordre de magnitud d’aquesta proteccio €s proporcional al

nombre de grups hidroxil (Senée ef al. 1999).

El seu origen, com en el cas de les proteines, pot ser vegetal (del propi raim) o
dels llevats. S’engloben dins la fraccid poliosidica dels vins i mostos. Les
manoproteines estan considerades com els elements més representatius de les
glicoproteines del vi (Waters ef al., 1994). Aquestes manoproteines, juntament amb els

glucans, son els principals constituients de la paret cellular dels llevats, i son
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alliberades per aquests tant a la fase de creixement (inici de la fermentaci6 alcohdlica)

com en la d’autolisi i conservacio sobre lies (Charpentier et Feuillat, 1993).

Les manoproteines so6n proteoglicans constituits per un 10 a un 20% d’una part
proteica i per aproximadament un 80% de D-manosa, associats a alguns residus de D-
glucosa i de N-Acetil-D-glucosamina (Saulnier et al., 1991). Presenten una gran varietat
de masses moleculars (5000 a 450000 Da) i de punts isoeléctrics (Van Risum et al.,
1991).

En quant a les seves propietats, s’ha evidenciat un efecte protector de cara a
I’estabilitat proteica del vi i de les precipitacions tartariques (Moine-Ledoux, 1997,
Moine-Ledoux et al., 1997). Aquesta activitat protectora respecte de la formacid
d’enterboliments proteics es tradueix en 1'is de quantitats inferiors de productes
destinats a eliminar proteines en el vi (principalment bentonita) respectant-ne, per tant,
la composicié quimica original. En els vins escumosos, una vegada acabada la segona
fermentaci6 del vi, el procés d’autolisi dels llevats durant la conservacid en la botella
provoca un enriquiment en glicoproteines (Charpentier ef Feuillat, 1993). En un
experiment d’enriquiment artificial amb un autolisat de llevats (Moine-Ledoux et
Dubourdieu, 1996) s’observa, després de 7 o 8 mesos d’envelliment, una major qualitat
de I’escuma (finura i persisténcia) i una major qualitat aromatica. De fet, les
manoproteines interaccionen amb una gran quantitat de molécules aromatiques
(Lubbers et al., 1994) augmentant-ne o disminuint-ne la volatilitat, essent el seu

contingut proteic el principal responsable de la fixacié d’aquests compostos.

Respecte de D’activitat protectora de cara a la prevencié de les precipitacions
tartariques, tot i que no s’hagi comentat de manera explicita, és obvi I’efecte en les
propietats escumants d’un vi. La preséncia de cristalls de tartrat pot fer que aquests
actuin com a punts de nucleacid heterogénia de les bombolles, alterant el fenomen

d’efervesceéncia.

Senée et al. (1999) estudiaren les propietats escumants i les cinétiques de
drenatge de les capes liquides interficials de les bombolles en solucions
hidroalcoholiques de glicoproteines de llevat, comparant-les amb les de diferents vins.
La principal observaci6 €s que el comportament escumant d’aquestes solucions model,
en funcid de la seva concentracid en glicoproteines, pot ser equiparat al dels vins.
Durant el procés de drenatge en una bombolla es constata, en funcidé també d’aquesta
concentracio, la formacié d’agregats a la capa liquida interfacial, fenomen que es

correspon amb un increment important de 1’estabilitzacié d’aquesta interfase. La
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formacié d’agregats s’explica per la disminuci6 del gruix de la capa, el que provoca un
increment de la concentracié de macromolécules superior al seu limit de solubilitat,
cosa que no passa en el sinus de la matriu liquida. En quant als parametres d’escuma, la
principal diferéncia amb els vins és I’abseéncia d’escuma residual en les dissolucions en
les que la concentracié de glicoproteina és petita. En canvi, quan aquesta concentraciod
s’incrementa també augmenten els valors de tots els parametres relacionats amb

I’escuma, a I’igual que el gruix de la pel-licula liquida interfacial.

Es veu, per tant, que les propietats de les glicoproteines en general, i de les
manoproteines en particular, sén, a més de nombroses, molt positives de cara a la
qualitat globlal del vi. La seva participacio en les caracteristiques escumants, tot i no ser
decisiva, és clara i de gran importancia. L’estudi de les glicoproteines i dels fenomens
relacionats amb la seva preséncia en el vi poden aportar informacié de gran valor,
sobretot per a 1’elaborador, ja que li permetran dirigir les practiques enologiques de

forma més eficient.

2.2. Els lipids

Des de fa temps s’ha estudiat 1’efecte dels lipids en I’escuma de la cervesa i la

bibliografia existent al respecte és abundant. El cas dels vins escumosos és més recent.

En els primers experiments fets en aquest sentit, Maujean et al. (1990)
estudiaren, amb [I’ajuda del Mosalux, la influéncia de [I’addici6 de diferents
concentracions dels acids grassos octanoic i decanoic sobre les propietats escumants
d’un vi tranquil. Els resultats mostren que tant un com [I’altre afecten poc
I’escumabilitat, mentre que la permanéncia de 1’escuma millora. En quant a la seva
estabilitat, aquesta disminueix de forma considerable amb la concentracié d’acid gras
afegit. Conclouen que els resultats son coherents si es té en compte que qualsevol
substancia tensioactiva, pel fet d’alterar la tensio superficial i disminuir la viscositat de
la interfase liquida de les bombolles, disminueix també 1’estabilitat d’aquestes ultimes i,

per tant, la de I’escuma.

Per tal de determinar ’efecte d’alguns dels compostos que intervenen en les
propietats escumants de vins de champagne, Brissonet et Maujean (1991) han
quantificat distints lipids en els vins base, en 1’escuma procedent d’aquests vins i en el
vi residual que servi per obtenir I’escuma. Troben que la concentracié de lipids de
cadena curta és major a I’escuma, mentre que els de cadena llarga es troben en una

major concentracio en el vi residual. Bosch et al. (1989) troben que hi ha una
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acumulacié dels lipids a I’escuma. Els resultats es relacionen amb [’activitat de

superficie d’aquests compostos perd no estudien 1’efecte sobre 1’estabilitat de 1’escuma.

La influéncia dels lipids sobre 1’estabilitat de 1’escuma de vins de champagne ha
estat estudiada per Dussaud et al. (1994) 1 Robillard et al. (1995). Aquests autors han
identificat i quantificat, en el vi, diferents tipus de lipids amb la idea d’extreure’ls i
purificar-los per a estudiar després 1’efecte de la seva addici6 sobre I’estabilitat de
I’escuma i les propietats interfacials dels vins. El fet, pero, de no poder obtenir uns
extractes completament purs (I’existéncia de contaminants pot tenir també un efecte
sobre les propietats escumants) ha fet que hagin decidit utilitzar una mescla de lipids
comercials purs i veure el seu efecte en el vi mitjancant I’addicié de diferents quantitats
d’una mescla hidroalcoholica d’aquests. Els resultats mostren que només s’estableix un
efecte negatiu sobre I’escuma a curt temps (30 minuts d’interaccid). En canvi, passades
72 hores després de ser afegits al vi, no s’observa cap canvi en el valor dels parametres

escumants, independentment de la concentracid de lipids afegits.

En el mateix estudi, després d’obtenir vins de diferents concentracions
alcoholiques (evaporacié de la matriu i restitucid6 amb mescles d’etanol i aigua),
unicament quan el contingut d’alcohol és baix s’observa un cert efecte dels lipids sobre
els parametres escumants, causant una disminucié de tots ells. L’alcohol influeix en
’estat fisic en que poden trobar-se els lipids (forma molecular, o agregats micel-lars). A
concentracions més elevades d’etanol, el comportament de I’escuma esta regit sobretot
per aquest, revelant-se com el principal compost que actua en la interfase gas/liquid

interferint, a més, en I’adsorci6 d’altres substancies amb propietats tensioactives.

Segons aquests autors (i a partir dels resultats trobats per altres investigadors en
I’estudi de cerveses), 1’explicacié de les observacions anteriors es basa, de forma
qualitativa, en I’evoluci6 en el temps de ’estat fisic dels lipids. Se suposa que quan ha
passat poc temps de ’addicio6 dels lipids al vi, aquests es troben poc dispersats, formant
micel-les. Per a temps més llargs, els mateixos lipids (ja disolts a causa de la preséncia
d’etanol) es trobarien formant complexos amb diferents molécules, com podria ser el
cas de proteines, de forma que el seu efecte destructor de 1’escuma es veuria

considerablement disminuit.

El mecanisme de destruccié de 1’escuma per part dels lipids fou descrit per Ross
I’any 1969. Inicialment els lipids es trobarien formant micel-les dins la matriu liquida. A
mesura que el temps transcorre hi hauria un traspas continuat d’aquests cap a la

interfase liquid-gas, fet que provocaria que aquesta interfase fos cada vegada més prima
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fins rompre’s definitivament (coalescéncia). A la figura 14 es representa de forma

esquematica com seria aquest procés.
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Figura 14 - Trencament, per part dels lipids, de la capa liquida interficial.

Per tant, s'ha d’anar en compte a 1’hora d’interpretar els resultats anteriors. Els
distints lipids estudiats, i que s’han addicionat al vi per tal de determinar-ne I’efecte
sobre les propietats escumants, no son els propis d’aquest, i és sabut que la seva
estructura quimica influeix significativament en les propietats de superficie. A més, cal
pensar en I’efecte de la matriu sobre el seu comportament, tant en el sinus del liquid
com a la interfase liquid/gas, i en el fet que no es coneix quin seria el comportament de

I’escuma en un vi que no contengui cap lipid.

2.3. L’etanol

L’etanol és un dels compostos amb propietats tensioactives majoritariament
present en el vi. La seva elevada concentracio ¢és, doncs, la que determinara
principalment el comportament escumant d’aquest (Dussaud et al., 1994a; Robillard,
1995; Péron et al., 2000). Segons Maujean et Marchal (2000), aquesta és també la causa
de que el seu efecte sigui preponderantment negatiu en I’estabilitzacié de la interfase

vi/gas de les bombolles, en comparacié amb altres begudes efervescents com la cervesa.

Com que els vins s6n una mescla complexa de diferents substancies, actualment
no ¢és possible determinar quines d’elles, en un moment donat, es troben adsorbides a les
interfases de les bombolles. Per aquest motiu no és possible establir una relacid entre la
seva concentracid i les mesures de tensio superficial de la interfase de les bombolles. No
obstant, els resultats obtinguts en vins mostren, en aquest sentit, que els valors son molt
semblants als mesurats en solucions hidroalcoholiques de la mateixa concentracio
d’alcohol (Senée et al., 1999), el que indica que és precisament I’etanol el principal
factor que intervé en aquest fenomen. Malgrat aixo, la mesura de les propietats

escumants amb el Mosalux estableix una gran diferéncia entre un vi i una solucid
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hidroalcoholica, referent a 1’estabilitat de 1’escuma: en aquesta ultima, el temps de

permanéncia de bombolles residuals a la superficie del liquid és nul.

En I’elaboracio de vins escumosos, la segona fermentacié provoca un increment
de la concentraci6 d’etanol respecte de la del vi base de partida. L’efecte d’aquest
increment sobre les propietats escumants ha estat comparat, utilitzant el Mosalux, amb
el d’addici6 d’una quantitat equivalent d’etanol al mateix vi base de partida (Maujean et
al., 1990). En un cas i altre s’observa una disminucid6 del mateix ordre de
I’escumabilitat, en comparacié amb el valor corresponent al vi base original. Pel que fa
a D’estabilitat de I’escuma, el valor de TS €s menor, respecte del vi inicial, en el cas
d’addicid d’etanol; en canvi, en el vi que ha experimentat la segona fermentacid s’obté
un valor superior, el que indica que aquest parametre es veu alterat per altres fenomens

que tenen lloc durant la fermentacié dins la botella.

Actualment se sap que I’etanol té dos efectes principals sobre les proteines
(Canals, 1997; Senée et al., 1999): és un dissolvent pobre, i actua com a agent
desnaturalitzant afeblint-ne els enllagos hidrofobics, de manera que la part hidrofobica
de les cadenes proteiques en estat desnaturalitzat queda exposada a I’etanol. En quant a
I’efecte sobre els lipids, I’etanol influeix en 1’estat fisic en que aquests poden trobar-se
(formes lliure, micel-lar, o complexada, com és el cas de les lipoproteines) i n’alterara,
per tant, les propietats. Aixi, tant en el cas de les proteines com el dels lipids, la
participacio d’aquests en les propietats superficials de les interfases de les bombolles es
veura alterada per I’etanol, de manera que en resultara afectat el comportament

escumant global.

Amb I’objectiu d’il-lustrar com afecta I’etanol a I’estructura i les propietats de la
capa d’adsorcio de les proteines, i poder apropar-nos al que passa realment en un vi
escumos, Puff er al. (1998) estudien el cas concret de la [I-caseina en solucions
hidroalcoholiques. Observen que per a una concentracié donada d’aquesta, té lloc un
augment de la quantitat de proteina adsorbida per unitat de superficie a mesura que
s’incrementa la concentraci6 d’alcohol. Els wvalors de tensié superficial també
augmenten, en comparacidé amb el valor obtingut quan inicament es té la proteina en
soluci6. Aquests resultats son coherents amb el fet que, a la interfase, I’espai ocupat per
la xarxa de proteines ha estat manllevat a la fraccié de superficie abans disponible per a
I’etanol. Es veu, per tant, que I’etanol modifica tant les propietats del solvent, com les

interaccions entre la proteina i el solvent, i I’estructura de la capa d’adsorcio.
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Aprofundint 1’estudi anterior, els mateixos autors (Puff et al., 2001) estudien
com afecta 1’etanol 1’adsorcid, a la interfase aire/liquid, de la [T-caseina i la invertasa
(sacarasa) del raim, en comparacidé al conjunt d’altres molécules del vi. Per a un
contingut d’etanol del 12,5% (que és la que pot tenir un vi qualsevol), I’augment de la
tensio superficial provocat per una o altra proteines és molt petit, el que indica que es
troben adsorbides en poca quantitat en comparacié amb el cas d’una dissoluciod sense
etanol. En canvi, mesures realitades amb altres técniques revelen que, a la mateixa
concentracio d’alcohol, el conjunt de proteina adsorbida és com a minim igual a la
quantitat adsorbida en abseéncia d’etanol. Per explicar aquest fet es recorre a un model
on les proteines es trobarien formant una xarxa en la que 1’etanol només pot adsorbir-se
a les zones vacants deixades per aquestes, el que permet explicar els baixos valors de
tensio superficial mesurats en el cas de les proteines en una solucié hidroalcoholica. En
canvi, si es compara la variaci6 del coeficient de dilatacio en funcié de la tensio
superficial i I’efecte de la concentraci6 d’etanol (que en el cas d’un vi les variacions son
minimes), els resultats es contradiuen novament amb [’observat en I’experiment
anterior. Els resultats mostren que el model de comportament de la invertasa no és bo

per a explicar els fenomens d’adsorci6 a la interfase vi/aire.

Per tal de poder estudiar I’efecte d’altres compostos en la capa d’adsorcid
formada a la interfase aire/vi en un champagne, Peron et al. (2000) el que fan és diluir
les mostres 4 vegades amb aigua. D’aquesta manera hi ha una disminucié de la
contribuci6 de I’etanol en la tensio superficial prou gran com per poder mesurar amb
una millor precisid quina ¢s la influéncia i el comportament d’aquestes altres
substancies amb propietats tensioactives. Es troba que son, sobretot, les macromolécules
amb una massa molecular superior a 10* Da les que tenen una major influéncia en les
propietats de superficie. S’Observa també que certes molécules que no presenten

activitat superficial en el vi esdevenen actives després de diluir el vi amb aigua.

A partir del conjunt de resultats exposats es veu que 1’etanol té un paper molt
important en tots els fendomens que intervenen en la caracteritzacidé de les propietats
escumants d’un vi, si bé el seu mecanisme d’accidé no ha estat, de moment, perfectament
establert. Cal, doncs, aprofundir en aquest estudi, encara que la complexa composicid

del vi faci que aquesta recerca no sigui una cosa facil.



42

2.4. Altres (ions, acids organics, sucres, aminoacids...)

Hi ha una gran quantitat d’altres substancies normalment presents en el vi la
influéncia de les quals, sobre les propietats escumants, no ha estat tan estudiada com la
dels compostos anteriors. Entre elles hi trobam ions metal-lics, acids organics
aminoacids i petits péptids, polisacarids, etc. Cal dir que la majoria d’estudis que
relacionen aquests compostos amb les caracteristiques escumants d’un most, un vi o un
vi escumds es basen en I’establiment de correlacions estadistiques a partir de la
determinacid de la seva concentracio i els valors dels diferents parametres que permeten

definir la qualitat de I’escuma.

Maujean et al. (1990) s’interessaren en els treballs realitzats per altres autors
referents a 1’efecte en les propietats efervescents d’alguns dels cations que poden trobar-
se presents en el vi, com ara el calci, el magnesi, el ferro i el coure. En determinaren
I’efecte de la seva addicié al vi sobre la proporci6 de CO, immobilitzat en
I’efervesceéncia natural d’aquest una vegada acabada la segona fermentacid, i en els
parametres proporcionats pel Mosalux en I’efervescéncia provocada. Tant el calci com
el magnesi tenen un efecte negatiu; en canvi, el ferro i el coure no presenten cap efecte
significatiu. Pel que fa a les mesures amb el Mosalux, 1’efecte dels diferents cations
sobre 1I’escumabilitat és practicament nul, mentre que els valors per a I’estabilitat i la
permanéncia de I’escuma son superiors amb 1’addici6 de ferro o coure, en comparacid

amb el vi control, i inferiors en el cas del calci i el magnesi.

En I’analisi de ’escuma dels vins, Brissonet e Maujean (1991) observen que

aquesta es troba enriquida en ions de ferro, en polisacarids i en proteines.

La seva influéncia global sobre el comportament de 1’escuma ha estat posada de
manifest per Robillard et al. (1993). A partir del fet que tant els valors d’escumabilitat
com d’estabilitat de 1’escuma disminueixen amb la filtracio del vi, mentre que el
coeficient de Bikerman (que mesura del temps de vida de les bombolles en condicions
dinamiques) no presenta variacions importants, han volgut veure quina ¢és la influéncia
dels diferents compostos implicats en un i altre cas. Per fer-ho, han comparat el
comportament d’un vi amb el d’una solucié model (soluci6é hidroalcohdlica en la que
s’ha ajustat la concentracié d’etanol, acid tartaric, acid lactic, glicerol, alguns ions i pH,
a la del vi original). Els valors d’escumabilitat i estabilitat de 1’escuma s6n molt
diferents en un cas i altre; en canvi, el coeficient de Bikerman ¢és gairebé el mateix (i
diferent del mesurat en una soluci6 hidroalcoholica pura). Aixo pareix indicar que les

macromolécules i altres substancies amb propietats tensioactives presents en el vi son
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les que determinen el comportament general de 1’escuma, mentre que aquests altres
compostos que formen part de la matriu del vi (acid tartaric, glicerol, ions salins...)

intervenen, principalment, en el comportament de 1I’escuma en condicions dinamiques.

Utilitzant un métode per a la caracteritzaci6 de peéptids en el vi (Bartolome et al.,
1997), ha pogut comprovar-se que la composicid peptidica dels vins escumosos
procedents de quatre varietats viniferes conreades a la regid del Cava (macabeu,
xarel-lo, parellada i chardonnay) és molt similar. Aixo fa que aquest no pugui ser un
factor discriminatiu en quant a les diferéncies relacionades amb el seu comportament
escumant. Martinez-Rodriguex et Polo (2000) comproven, en relacié a ’alliberament de
compostos nitrogenats durant 1’autolisi de llevats en un vi model, que es dona un
enriquiment en polipeptids, els quals es degraden amb el temps, i de manera successiva,
en peptids i aminoacids per 1’accio de diferents enzims. Els diferents canvis que es
donen en la concentraci6 dels anteriors compostos durant 1’elaboracio i la crianga dels
caves ha estat estudiada per diferents autors (Sudrez et al., 1979; Charpentier et Feuillat,
1993; Moreno-Arribas ef al., 1996b, 1998).

Pel que fa a I’analisi multivariant i altres técniques estadistiques per a establir
relacions entre la composicié quimica i les caracteristiques escumants, Lopez-Barajas et
al. (1997), han estudiat el cas dels mostos procedents de les mateixes varietats blanques
anteriors. Veuen que les caracteristiques de 1’escuma, mesurades amb el Mosalux,
depenen tant de la varietat de raim com de la collita considerada, en funcio del grau de
maduracié i dels distints parametres relacionats: concentracid total de sucres, pH,
acidesa total, concentraci6 de proteines, polifenols totals, fenols flavonoides i no

flavonoides, fructosa i glucosa.

Amb la intencidé de donar una explicaci6 dels resultats, aquests autors
estableixen, a més, relacions entre el valor dels parametres escumants i les mesures de
tensi6 superficial. S’observa una relacié positiva entre 1’escumabilitat (HM) i el
coeficient de Bikerman, és a dir, la “vida” de les bombolles. En canvi, les mesures de
tensio superficial es correlacionen negativament amb I’escumabilitat (el baix valor del
coeficient de correlacid no permet, pero, establir una relacié inequivoca). La
concentraci6 de SO, i I’acidesa total estan també relacionats negativament amb
I’escumabilitat. L’explicacié podria trobar-se en el fet que el SO, actua com a agent
desnaturalitzant de les proteines (Maujean et al., 1990), mentre que el grau d’acidesa en
modifica la solubilitat (Brissonet e Maujean, 1993). Podran alterar, per tant, 1’adsorcio
de les proteines a la interfase liquida de les bombolles i la seva capacitat

d’estabilitzacio, el que es traduira en un canvi en el comportament escumant general. El



44

SO,, sobretot, perd també 1’acid tartaric, s’ utilitzen com a additius en el tractament del
raim durant la verema, de manera que la qualitat de I’escuma esta lligada a les diferents
practiques enologiques tant sobre el raim, com després en el vi (Lopez-Barajas et al.,
1998).

Pueyo et al. (1995) han estudiat la relacié entre la composicié quimica i les
caracteristiques escumants de vins i caves. D’un total de 73 variables analitzades, els
compostos en els que la concentracio es correlaciona millor de cara a la prediccid de
I’alcada estable de I’escuma en els vins son: 1’acid tartaric i la glucosa (correlacionats
positivament) i la concentracio de proteina, (correlacid negativa). D’entre els diferents
acids grassos determinats, només el contingut en acids linolénic i undecanoic es
correlaciona bé amb I’estabilitat de I’escuma. En els caves, els compostos amb un efecte
més relevant en ’estabilitat de I’escuma son: la concentracié total de SO,, 1’isobutanol i
I’acidesa total (correlacid negativa), i la y-butirolactona, el contingut en xilosa en els
polisacarids i1 la concentracié de proteina (correlacions positives). Els acids palmitic,
oleic i estearic i la concentraci6 de 1-hexanol es correlacionen positivament amb

I’algada d’escuma.

En un altre estudi estadistic realitzat amb 44 vins varietals (macabeu, xarel-lo 1
parellada), Andrés-Lacueva et al. (1996) utilitzen el Mosalux per a la mesura de les
propietats escumants. Els valors dels coeficients de correlacié trobats son bastant
baixos, pel que només tenen en compte el seu signe (positiu o negatiu). Entre els
resultats més relevants, veuen que HM es correlaciona positivament amb 1’acidesa total,
I’acid malic, la fructosa i la glutamina, a més del percentatge d’alcohol i la concentracid
de proteina. En canvi, les correlacions del contingut en glucosa i acid lactic son
negatives. En quant als valors de HS, aquests es correlacionen amb els de HM, i als
factors abans enumerats s’han d’afegir, a més, la prolina i 1’etanolamina, que estan
correlacionats positivament. Pel que fa a I’estabilitat de I’escuma, TS no es correlaciona
amb HS i HM, i observen que la quantitat de proteina, la d’aminoacids en general, el
pH, T’acid citric, 1’acid galacturonic, 1’acetaldehid, 1’acetat d’etil, el diacetal i els

alcohols isoamilics presenten una correlacio negativa amb els valors de TS.

Mitjancant aquests tipus d’analisis estadistiques s’han establert equacions
matematiques amb 1’objectiu de poder preveure el comportament escumant del most i el
vi en funcié dels valors dels parametres més usuals de control de qualitat (Lopez-
Barajas et al., 1997, 1998, 1999), com ara: pH, acidesa total, acidesa volatil,
concentracio d’etanol, densitat, conductivitat, concentraci6 de sucres, SO, (lliure,

combinat i total) i mesures d’absorbancia a 280 1 420 nm. Aquests s’han relacionat amb
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els valors d’escumabilitat (HM), del coeficient de Bickerman (X) i de tensio superficial.
La disponibilitat d’una base de dades com més gran possible permet, a les diferents
equacions, proporcionar un assessorament qualitatiu sobre la prediccido del
comportament escumant. Poden ser aplicades en distints tipus de vins, en funcié del seu

origen: celler elaborador, varietat de raim, efecte de la terbolesa i la filtracio, etc.

En qualsevol cas, cal anar en compte a I’hora d’interpretar i extreure conclusions
a partir dels resultats obtinguts mitjancant 1’establiment d’aquestes correlacions
estadistiques ja que unicament es tracta d’aix0, de correlacions numeériques. Encara que
pugui establir-se una correlacio significativa entre la concentraci6 d’un compost
determinat i el comportament d’un parametre escumant concret, aixd no implica que la
substancia en qiiestid presenti caracteristiques surfactants 1 que, per tant, participi
directament en les propietats de superficie a les interfases. A més, a vegades pot ser més
important I’estructura mateixa del compost sobre aquestes propietats que no pas la seva

concentracio (Polo et al., 1996).

L’efecte de la matriu pot provocar, fins i tot, que hi hagi contradiccions entre els
resultats trobats per uns autors o altres (Douillard ef al., 1999), a més de les diferéncies

observades, en funcio de la técnica utilitzada, per uns mateixos autors.

A manera de resum, a la taula 1 es presenten alguns dels resultats més relevants
que s’han obtingut (*) referents a la relacio entre la concentracid de certs compostos del
most, vi o cava, o d’algunes de les seves caracteristiques, i els parametres escumants

mesurats:
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Influéncia sobre I’escuma del most

Relacié positiva

Relacié negativa

H | glucosa, fructosa, index de maduracio, proteines, | acidesa total, SO, lliure, glicerol
M pH, SO, combinat, Absygoum, polifenols, fenols
flavonoides 1 no flavonoides, metanol.
HS o [ |index de maduracio, glucosa | o=
TS index de maduracio | e
Influéncia sobre 1’escuma del vi
Relacio positiva Relaci6 negativa
H |etanol, fructosa, acidesa total, proteines, | glucosa, acid lactic, acid citric, acidesa
M glutamina, acid malic, SO, lliure, polisacarids | volatil,  glicerol, alcohol isobutilic,
(totals, acids i neutres), acid succinic, acetat|alcohols isoamilics
d’etil, metanol
HS o [ | etanol, glucosa, fructosa, acid tartaric, acid malic, | proteines
acid lactic, SO, lliure, Absygoum, prolina,
etanolamina, metanol, acid palmitoleic
TS acid lactic, acid undecanoic, acid linolénic proteines, aminoacids, pH, SO, lliure,
acidesa total, acid malic, acid citric, acid
galacturonic, polisacarids totals, fenols no
flavonoides, acetaldehid, acetat d’etil,
diacetal, alcohols isoamilics, AbSsygnm.
Influéncia sobre I’escuma del cava
Relacié positiva Relaci6 negativa
H |polisacarids, contingut en nitrogen de les| -
M proteines, aminoacids lliures
HS o [ | mateixos compostos que per a HM i acd| -
palmitic, acid oleic, acid estearic, 1-hexanol
TS proteines, [l-butirolactona, contingut en xilosa | acidesa total, SO, total, isobutanol

dels polisacarids

Taula 1 - Compostos i factors relacionats amb els parametres escumants proporcionats pel Mosalux.

(*) Pueyo et al., 1995; Andres-Lacueva et al., 1996; Lopez-Barajas et al., 1997, 1998, 1999; Moreno-
Arribas et al., 2000.
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3. Influéncia dels factors viticoles sobre la qualitat de I’escuma

El raim constitueix la matéria primera per a 1’elaboracio del vi. La seva
composicid esta predeterminada per tota una série de factors. Entre els més importants,
destaquen les caracteristiques propies de la varietat vinifera, les del terreny on ha estat
cultivada, la climatologia (insolaci6 i freqiiéncia de les pluges) i el rendiment per cep i
superficie cultivada (Peynaud et Ribéreau-Gayon, 1971). La seva incidéncia es veu
reflectida, sobretot, en el grau de maduraci6 del raim. Cal tenir en compte també les
intervencions fetes per I’home, com ara el reg i 1"as de productes fertilitzants i
fitosanitaris. Els atacs d’alguns microorganismes com fongs i bacteris pot alterar de
forma significativa aquesta composiciéo (Marchal et al., 2001), amb efectes que son, la

majoria de vegades, clarament negatius.

Tradicionalment s’ha vist que el comportament de I’escuma dels champagnes és
diferent de la dels caves. Les regions on es produeixen un i altre presenten unes
caracteristiques globals molt diferents. Aixo fa pensar en la importancia que poden tenir
els factors edafoclimatics sobre la composicié quimica del raim, la qual condicionara les
caracteristiques del vi resultant i el conjunt de les seves propietats organoleptiques.
Lopez-Barajas et al. (1998) han vist, mitjangant [’establiment de correlacions
estadistiques, que les caracteristiques fisico-quimiques dels mostos determinen el

comportament escumant dels vins resultants.

No existeixen gaires estudis que relacionin aquests parametres amb el
comportament escumant posterior del vi. El més facilment determinable és 1’efecte de la
varietat vinifera, ja que malgrat les importants variacions que poden tenir les condicions
de I’entorn d’un any a altre, aquestes afectaran per igual a les diferents varietats

sembrades.

3.1. Influéncia de la varietat vinifera

Hi ha varietats viniferes que presenten una major concentracié de proteines que
altres (Feuillat et al., 1995); en particular, algunes varietats molt aromatiques com el
muscat, el gewlirztraminer o el riesling. Encara que no es disposi de dades sobre la seva
capacitat escumant, el seu s en I’elaboracié de vins escumosos podria donar lloc, tal

volta, a una millora de la qualitat de I’escuma, a més de la influéncia obvia en I’aroma.

De les tres varietats blanques autoctones cultivades a la regi6 del Cava

(macabeu, xarello i parellada), I’experiéncia acumulada amb els anys ha permes
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constatar que el xarel‘lo és la que dona lloc a una millor escuma. Utilitzant el Mosalux,
Andrés-Lacueva et al. (1996a) observen, en vins base per a cava, que aquesta varietat és
la que presenta uns valors més elevats d’escumabilitat, i unes millors caracteristiques
escumants en general, en concordancia amb 1’observat per Pueyo (1994). Uns autors i
altres coincideixen en que probablement sigui el major contingut proteic dels vins
elaborats amb la varietat xarel-lo el que influeix de forma més significativa en les
propietats escumants. Canals (1997) observa també que, d’aquestes tres varietats, el

xarel-lo és la que presenta una concentracio de proteina més elevada.

La varietat blanca chardonnay, tipica de la regio de Champagne, també esta
permesa, des de fa un cert temps, per a I’elaboracié de cava. En I’estudi de les propietats
escumants de mostos de les mateixes varietats blanques que en el cas anterior, incloent-
hi el chardonnay, Lopez-Barajas et al. (1997) observen que sén els elaborats amb
aquesta varietat els que presenten una millor escumabilitat. En canvi, en els vins en
rama i els vins base procedents de la fermentacid d’aquests mostos, 1’escumabilitat
varia, segons la varietat, en funcio6 de la collita considerada (Lopez-Barajas et al., 1998).
En quant als altres dos parametres, no s’observa cap relacio entre la varietat vinifera i
I’estabilitat de I’escuma o els valors dels coeficient de Bikerman. Moreno-Arribas et al.
(2000) observen que els vins base i els caves (en diferents moments de la crianga)
elaborats amb chardonnay presenten uns valors majors de I’algada maxima i ’algada

estable de I’escuma en comparacié amb els elaborats amb altres varietats blanques.

També s’ha estudiat el comportament dels cupatges de vins de diferents varietats
(Lopez-Barajas et al., 1998). A més de determinar experimentalment els valors dels
distints parametres escumants, els calculen també de forma teorica, a partir dels valors
trobats en els vins monovarietals 1 en funcid de la proporcié en que participa cada una
de les varietats. De forma general, s’ha pogut comprovar que els cupatges estan en
equilibri respecte dels vins monovarietals que els conformen, €s a dir, els valors teorics
dels parametres de I’escuma son molt similars als mesurats de forma experimental. El
conjunt de resultats pot ser d’utilitat per a I’elaborador de vins de cara a obtenir un bon

equilibri en les seves caracteristiques escumants.

En un estudi realitzat amb caves, es troba també que els que presenten uns valors
millors de I’escumabilitat son els fets amb la varietat chardonnay (Andrés-Lacueva et
al., 1996b), mentre que en les altres varietats no s’observen diferéncies significatives.
També presenta els valors més alts per a 1’algada estable de 1’escuma. En canvi, és la
varietat que proporciona uns temps menors d’estabilitat de 1’escuma. Aixo fa pensar,

d’acord amb I’observat per Maujean et al. (1990), que els compostos implicats en un o
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altre fenomen no tenen per que ser els mateixos. Els valors més alts per a I’estabilitat de

I’escuma corresponen a les varietats xarel-lo i parellada.

El pinot noir és una varietat negra que a la regié del Cava només esta permesa,
de moment, per a 1’elaboracio de vins escumosos rosats (i no en els “blanc de blancs”).
En canvi, és la varietat majoritaria a la Champagne. En el seu estudi sobre la
composicid proteica de diferents varietats, Canals (1997) observa que aquesta varietat té
una concentracio de proteina elevada, pel que és d’esperar que presenti una bona
escumabilitat. Aquesta suposicié estaria d’acord amb el que tradicionalment s’ha dit:

I’escuma dels champagnes és millor que la dels caves.

3.2. Influéncia del grau de maduracid

El grau de maduracié del raim és un dels factors més importants de cara a la
qualitat del vi (Ribéreau-Gayon, 1998a). A més, la prediccié i la determinacié de la data
de verema solen fer-se en funci6 del valor de diferents parametres relacionats amb

aquesta maduracié (Maujean et al., 1983).

Les caracteristiques del most vénen donades, sobretot, pel grau de maduracio6 del
raim i dels distints parametres relacionats: concentracié de sucres, acidesa total i pH, a
més de la concentraci6 d’altres substancies com proteines, polisacarids i polifenols.
Lopez-Barajas et al. (1997) han comprovat que el comportament de I’escuma dels
mostos depén de la collita considerada, en funcio, precisament, de les propies
caracteristiques. Utilitzen el valor donat per I’index de maduracid, definit aquest com el
quocient entre la concentracid de sucres i I’acidesa total expressada en grams per litre
d’acid tartaric. Segons els resultats experimentals, els mostos amb un index de

maduracié compres entre 4 1 5,5 son els que presenten una millor qualitat de 1’escuma.

3.3. Altres factors viticoles a tenir en compte

Es molt important condixer les caracteristiques climatiques, edafiques i
geomorfologiques de 1’area que es vol cultivar per tal de maximitzar el potencial
enologic tant de les parcel-les com de les varietats cultivades (Herreo et al., 2000). Les
condicions climatiques com la insolacio i la pluviometria, aixi com les caracteristiques

del sol, influiran en el grau de maduraci6 del raim i en la qualitat de la verema.
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La concentraci6 d’alguns dels compostos relacionats amb les propietats
escumants, com el cas de les proteines, pot ser diferent d’una collita a una altra, tant pel
que fa a la concentracid com a la seva distribucié (Paetzold et al., 1990). Segons
Maujean et al. (1983), la temperatura és el parametre que presenta una major influéncia

en ’acumulacio de sucres.

S’ha constatat que la productivitat de la vinya influeix de forma clara en la
concentracié de determinats compostos. Pel que fa a les proteines, quant més petita
sigui la produccio per cep, major sera la concentracid proteica del most (Feuillat et al.,
1995).

En quant als tractaments efectuats en la vinya, 1’us de fertilitzants potasics, per
exemple, té un efecte sobre la distribucio de certs cations i acids organics en les distintes

parts del gra de raim i en 1’acidesa del vi resultant (Soyer et al., 1995).

El raim, a la vinya, pot ser atacat per distints microorganismes, com ara fongs i
bacteris. Un cas especialment interessant, per la seva incidéncia a distints nivells €s la
podridura, és a dir, la infeccio pel fong Botrytis cinerea. La seva preséncia provoca
canvis notables en la composicié quimica del most i el vi per accidé de diferents
activitats enzimatiques i proteolitiques junt amb 1’alliberament extracel-lular de D-
glucans 1 de la lacasa (Donéche, 1993). Col-loquialment es parla de raim o de verema
botrititzada. Les conseqiiéncies d’un atac per botrytis sén varies: un ralentiment de la
fermentacié alcoholica, una menor filtrabilitat del vi, 1’apreciaci6 de diferéncies
olfactives 1 gustatives, etc. En els vins escumosos s’observa freqiientment 1’abséncia

d’un collar de bombolles a la superficie (Bocquet et al., 1995).

En quant a I’efecte sobre el comportament de I’escuma, Marchal e al. (2001)
utilitzen un equip que permet mesurar les algades de I’escuma i de liquid quant el vi
s’esta abocant de manera automatitzada dins la copa. Observen com la velocitat a la que
I’al¢ada de liquid augmenta depén fortament del grau d’infeccié del raim, mentre que
per a ’escuma no es veuen diferéncies significatives. A més, el temps de deteccio de
I’aparicié de liquid és menor quan el vi esta infectat. En les condicions establertes,
disminueixen també els temps d’emplenat de la copa i 1’algada de 1’escuma després
d’emplenar-la, mesurada aquesta quan ha passat un temps fixat. Amb el Mosalux es veu
que D’escumabilitat és menor comparada amb els vins procedents d’una verema sana.
Tot i les grans diferéncies observades en el comportament de 1’escuma, el contingut
proteic del vi gairebé no varia amb el grau d’infeccié del raim, si bé cal dir que les

concentracions detectades son molt baixes.
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Aixi, doncs, existeixen tot un conjunt de factors que poden alterar la qualitat del
raim. Els estudis que els relacionen amb les propietats escumants no sén gaire
nombrosos, pero el fet de tractar-se de la matéria primera per a I’elaboraci6 del vi, fa

que, sense cap dubte la seva influéncia sigui molt important.
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4. Influéncia de la metodologia d’elaboracio del vi base sobre la qualitat de

I’escuma

Les dues regions principals d’elaboracio de vins escumosos a nivell mundial sén
la de Champagne i la del Cava. Tot i que en les dues zones I’elaboraci6 es fa
majoritariament seguint el mateix sistema (anomenat métode champenoise a Franga, i
metode tradicional a la Regi6 del Cava), les similituds es donen principalment a nivell
de la fermentaci6 en botella i de la manipulacié d’aquestes. Pel que fa a 1’obtencio del
vi base, existeixen diferéncies considerables entre un i altre lloc, comengant ja per les

varietats de raim utilitzades.

Com s’ha vist fins ara, les caracteristiques escumants d’un most, un vi o un vi
escumos depenen de la seva composicid quimica respectiva. A més, les diferents
particules solides presents en suspensio en el vi poden tenir també un efecte sobre
I’escuma i I’efervescencia (Senée et al., 1998). Per tot aix0, la metodologia d’elaboracio
del vi esta estretament lligada al seu comportament escumant, ja que les nombroses i
variades intervencions sobre el raim, el most i el vi alteraran d’una manera o altra, i de

forma més o menys important, la seva composici6 global.
A la figura 15 es mostra de forma esquematica el procés d’elaboracio d’un vi

base. A continuacid es consideraran alguns dels processos més representatius d’aquesta

metodologia, centrada, sobretot, en I’elaboracié de vins escumosos.

4.1. Obtencid del most

En el sistema de vinificaci6 en blanc, 1’extracci6 del most a partir del raim es fa
mitjancant 1’operaci6 de premsat. Aquest pot fer-se de forma directa a partir dels raims

sencers, o bé després d’un trepitjat i/o derrapat de la verema.

El trepitjat consisteix en trencar mecanicament les pells dels grans de raim amb
I’objectiu d’alliberar-ne la polpa (Peynaud, 1996). Ha de ser suficientment intens com
per facilitar la separacio del suc, pero sense desgarrar ni dilacerar les parts solides. En la
verema mecanica (prohibida a la regio de Champagne, pero cada vegada més usual a la
del Cava), com que les rapes queden al cep, hi ha ja des del primer moment un
alliberament de most a causa del trencament de la pell del gra (per la part que ’'uneix a

la rapa), afavorit, a més, pel fet que el raim és aixafat com a conseqiiéncia del propi pes.
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(_ VINICACIO EN BLANC )

Raim blanc o negre
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Figura 15 - Esquema de vinificacid en blanc per a I’elaboracié d’un vi base

A la regi6 de la Champagne, el fet d’utilitzar varietats negres en 1’elaboraciod
d’escumosos, fa que el trepitjat del raim sigui una practica prohibida; la maceraci6 que
inevitablement es dona provocaria un augment de la intensitat del color del most, amb
un impacte visual acusat. En canvi, a la regi6 del Cava, a part de ser cada vegada més
elevat el percentatge de verema recollida de forma mecanica, el trepitjat és una operaciod

corrent ja que les varietats de raim utilitzades son, de forma gairebé exclusiva, blanques.

La realitzacio del trepitjat permet treballar amb una major comoditat en el
moment d’emplenar les premses i aprofitar al maxim la seva capacitat: la quantitat de
most que s’escola abans de comengar el premsat és més gran que en el cas d’introduir
els raims sencers directament. D’altra banda, perd, la preseéncia de la rapa dins la

premsa, afavoreix el drenatge del most escorregut, i per aquest motiu normalment no
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s’acostuma a realitzar el derrapat. En el cas de la verema mecanica, el fet de no haver-hi
les rapes condiciona el premsat, i per aixo a vegades s’afegeix algun tipus de suport dins

la premsa per tal d’afavorir un escolat més rapid.

En quant a I’efecte sobre la qualitat del most, després del premsat aquest
presentara una terbolesa més gran si es fa un trepitjat previ del raim, i el volum de fangs
sera superior. Els fangs es trobaran, principalment, a la fraccié de most escolat abans de
comengar el premsat. S’ha comprovat, perd, que la preséncia de les rapes durant el
premsat limita la concentraci6 de proteines termo-inestables responsables del
trencament proteic en els vins blancs (Ribéreau-Gayon et al., 1998), per combinacid
d’aquestes amb els polifenols, principalment els tanins, de la rapa. Aixd es traduira

posteriorment en 1’is d’una dosi inferior de bentonita per a eliminar-les.

La funcié del premsat és permetre 1’extraccidé del most mitjancant I’exercio de
pressiod sobre el raim. Tant en el trepitjat com en el premsat s’ha d’evitar 1’extraccid
d’altres liquids vegetals, ja que part de les substancies que els componen (polifenols,
oxidases, sals inorganiques, tanins...) poden provocar un malbaratament del conjunt de
caracteristiques organoléptiques. A més de conferir al most sabors herbacis, astringents
i grossers, n’acceleren I’envelliment i disminueixen la capacitat escumant dels vins
resultants (Hardy, 1992). Concretament, una pressidé o un trepitjat massa intensos
afavoreix I’extraccid de compostos fenolics de les parts solides del raim, fet que pot
resultar negatiu per a I’escuma ja que la seva reaccido amb les proteines presents en el

most pot provocar-ne 1’eliminaci6 per precipitacio.

Existeixen distints tipus de premses (verticals, horitzontals, de plats,
pneumatiques, continues, etc). El més important, perd, €s 1’as que se’n fa i les
possibilitats de fraccionament del most que ofereixin: la qualitat d’una premsa pot
jutjar-se en funcié de la composicié del most obtingut, la qual vé determinada pel grau

de maceracio que comporti.

A la regi6 de la Champagne, és habitual que el premsat es faci amb cicles
escalonats de pressid, amb un augment progressiu de la seva intensitat a cada nou cicle.
També¢ es realitza un fraccionament del most al llarg dels diferents cicles. Utilitzant el
Mosalux, s’ha observat que l’escumabilitat de la fraccid procedent dels primers
hectolitres de most escorregut (5% v:m, aproximadament) és molt petita, gairebé nul-la
(Poinsaut, 1991). El maxim, per contra, s’observa al final del primer cicle de premsat.
Al final de cada un dels cicles posteriors s’observa també un valor maxim per a

I’escumabilitat, perd clarament més baix en comparacié amb el primer cicle. Els valors
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mesurats pels altres dos parametres, HS 1 estabilitat de 1’escuma (TS), segueixen la
mateixa tendéncia. En tots els casos, el most que s’escola a I’inici de cada cicle és el que
dona lloc als valors més baixos dels parametres escumants, i al llarg del procés de
premsat s’observa una disminucid progressiva de tots ells. Amb aixo es conclou que, a
més de substancies favorables per a I’escuma, el most conté substancies amb propietats
antiescumants. Es possible, pero, extreure-les de forma separada amb un fraccionament

adequat durant el premsat sempre i quant el raim no s’hagi malmeés durant la verema.

Es veu, per tant, que les técniques i els procediments enologics utilizats en
I’extracci6 del most influiran en la concentracié de certes substancies i en 1’efecte que
aquestes poden tenir sobre les propietats d’algunes altres. Hi ha, doncs, una estreta

relacié amb I’efecte sobre les caracteristiques escumants.

4.2. Eliminaci6 de fangs

El most, acabat d’extreure, té un aspecte térbol. Conté en suspensio diferents
tipus de particules: terra, fragments de pells de raim i de rapa, restes cel-lulars
procedents de la polpa del raim, residus insolubles de productes de tractament de la

vinya, etc (Flanzy, 1998). La seva eliminaci6 es realitza en el procés de desfangat.

El desfangat és una operacié per a disminuir la maceraci6, abans de la
fermentacid, mitjangant una certa clarificacio del most. Pot fer-se de forma estatica (per
simple sedimentacio, facilitada o no mitjangant 1’as de diferents additius), o bé de forma

mecanica per filtracié al buit, centrifugacié o per flotacio.

La quantitat de fangs, i la seva velocitat de sedimentacio, en cas d’un desfangat
estatic, depenen de la varietat de raim, de la seva maduresa i estat sanitari i, sobretot
dels tractaments previs realitzats sobre el raim: trepitjat, derrapat, escorregut i premsat
(Peynaud, 1996). En quant a la composicié quimica dels fangs, es considera que estan
formats principalment per polisacarids insolubles (cellulosa, hemicel-lulosa i
substancies pectiques) 1 una petita quantitat de compostos nitrogenats, sobretot proteines
insolubles (Alexandre et al., 1994). Contenen, a més, sals minerals i una preséncia
remarcable de lipids procedents de les membranes cel-lulars, amb una major proporciod
d’acids grassos insaturats respecte dels saturats, principalment els acids linoleic,

palmitic i oleic (Ribéreau-Gayon, 1998).
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La incidéncia del desfangat sobre les caracteristiques organoléptiques del vi €s
important: millora aromatica i gustativa (Lavigne, 1996), major estabilitat del color,
millor apreciacid de les caracteristiques varietals del raim, etc . S’ha de tenir en compte,
perd, que amb els fangs s’elimina una part dels llevats presents de forma natural en el
most, a més d’alguns nutrients necessaris per a aquests. Per aquest motiu, la intensitat
del desfangat pot provocar que es retrassi 1’inici de la fermentacid i que la seva cinética
sigui més lenta (Flanzy, 1998). Un desfangat massa intens podria ser, fins i tot, la causa
d’una aturada de fermentacidé. La inoculacio externa de llevats i de suplements

nutricionals minimitza aquests problemes potencials.
Encara que no es disposi de dades sobre la incidéncia directa en les propietats

escumants, no ¢€s dificil suposar que aquestes es veuran afectades pel resultat de la

composicié quimica global que es tindra en funci6 de la intensitat del desfangat.

4.3. La fermentaci6 alcoholica

La fermentacio6 alcoholica és la transformacio del most de raim en vi. Consisteix
en la transformacid, per part dels llevats, dels sucres presents en el most i la produccio
d’etanol i CO,, com a productes principals. Altres productes secundaris son el glicerol,
I’acid acétic i 1’acid succinic, a més de tota una série de compostos presents en
concentracions menors: acid lactic, acid piruvic, 2,3-butanodiol, alcohols superiors, etc
(Fleet, 1994). Hi ha, doncs, un canvi radical en la composicidé quimica inicial, que
influira de forma molt significativa en el conjunt de caracteristiques organoléptiques del
vi. L’efecte de I’etanol, com a principal producte de la fermentaci6, sobre els altres
compostos, i la influéncia en les propietats escumants del vi, ja ha estat comentada

anteriorment.

L’activitat dels llevats esta condicionada per diferents factors: temperatura a la
que es realitza la fermentacid, disponibilitat d’oxigen per a que puguin multiplicar-se, i
requeriments nutricionals, especialment pel que fa referéncia als compostos nitrogenats.
La preséncia de certes substancies en el medi estracel-lular, produides fins 1 tot pels

propis llevats, poden tenir un efecte inhibidor de la seva activitat.

La fermentacio pot tenir lloc de forma espontania, a partir dels llevats presents
de forma natural en el raim, o bé es pot procedir a una inoculacié externa amb llevats
aillats préviament. El tipus de llevat utilitzat i les seves caracteristiques condicionaran el

conjunt de propietats organoléptiques del vi resultant, en funci6 dels canvis realitzats en
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la composicié quimica del most. La selecci6 de la soca de llevat s’ha fet, normalment, a
partir de les observacions empiriques de la seva incidéncia en el vi. No obstant, avui en
dia, tot i ser una técnica molt recent, €s possible la modificacié genética de llevats per

tal de que aquests expressin una o varies caracteristiques determinades (Blondin, 2001).

Els llevats que porten a terme la fermentacido alcoholica pertanyen,
principalment, al génere Saccharomyces. S’ha vist que llevats d’altres géneres presents
en el raim 1 en la fermentacié del most ténen activitat proteolitica, podent-ne reduir la
concentracié de proteines fins a un ter¢ (Dizy et Bisson, 2000). La porositat i la
composici6 de la paret cellular dels llevats influeix en [D’alliberament de
macromolécules al medi extracel-lular. Particularment, Boivin et al. (1998) han vist que
una menor terbolesa del most es tradueix en una menor glicosilacid6 de les
manoproteines de la paret cel-lular dels llevats. Per tant, la seva concentraci6 en el vi,

com a conseqiiéncia de la degradacié (autolisi) de la paret del llevat, també sera menor.

Per fet que el vi, una vegada acabada la fermentacid, t€ un aspecte térbol i
presenta riscos de desestabilitzacid, es realitzen tota una série d’intervencions per tal de
millorar-ne I’aspecte i prevenir alteracions posteriors, tot incidint en la seva composicid
quimica. Per aquest motiu, no hi ha gaires estudis sobre les propietats escumants del vi
acabat de fermentar i la seva relaciéo amb els parametres fisicoquimics del most del que
procedeixen. En un estudi en el que és comparen les propietats escumants de diferents
mostos amb les dels vins en rama (sense clarificar) resultants (Lopez-Barajas et al.,
1998), s’observa que algunes de les caracteristiques dels mostos defineixen el
comportament escumant dels vins resultants. No obstant, els valors dels parametres
escumants obtinguts amb el Mosalux no permeten establir cap relacid directa entre uns i
altres. L explicacid es dona en base a la varietat de 1’estructura quimica dels compostos
presents tant en el most com en el vi, i el conjunt d’equilibris existents entre els distints

parametres fisicoquimics que intervenen durant la fermentacio.

4.4. La fermentacid malolactica

La fermentacié malolactica és la transformaci6é de 1’acid malic del vi en acid
lactic 1 desprendiment de CO,. La realitzen les bactéries lactiques, i normalment es doéna
després de la fermentacid alcoholica. Per les propies caracteristiques del dos acids

implicats, aquesta fermentacid provoca una desacidificaci6 natural del vi.
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Els vins escumosos com el cava i el champagne han de presentar una certa
acidesa per tal d’assegurar-ne la frescura i el manteniment d’aquesta durant
I’envelliment. A més de la disminucié de 1’acidesa per la fermentacié malolactica, s’ha
de tenir en compte el fet que el metode d’elaboracié d’aquests vins inclou algunes
dilucions (addici6 dels licors de tiratge i d’expedicid) que per si mateixes suposen una
disminuci6 de I’acidesa. Es tracta, per tant, d’un parametre que cal tenir en compte per a

I’obtencié d’un producte de qualitat.

En funci6 de I’acidesa i les caracteristiques inicials del vi base que s’utilitzara
per a l’obtencidé del vi escumos, és decisid de I’elaborador que la fermentacid
malolactica es doni o no. A la regié de Champagne els vins solen presentar una acidesa
elevada, pel que normalment es prefereix portar-la a terme, de forma ben controlada. En
canvi, a la regi6 del Cava, com a conseqiiencia d’unes diferents condicions de
maduracié del raim, els vins base soén poc acids 1 normalment es recorre a algun sistema
d’inhibici6 d’aquesta fermentacio (is de SO; o de lisozima). En aquesta regio, fins i tot
és una practica freqlient la correccié de I’acidesa, augmentant-la per addicié d’acid

tartaric o acid citric al most o al vi.

En qualsevol cas, pero, s’ha d’evitar que la fermentacié malolactica es doni dins
la botella, durant la segona fermentacié alcoholica, o després, durant 1I’envelliment en
contacte amb els llevats. Aixo implicaria serioses dificultats al moment d’efectuar els
remoguts, alteracions del sabor amb I’aparicié de notes lactiques, augment de 1’acidesa
volatil, sobrepressions, i, ocasionalment, una aturada de la fermentacidé alcoholica

(Ribéreau-Gayon et al., 1988; Hardy, 1992b). Es tracta, Obviament, de problemes greus.

Per evitar que aquesta fermentacid es doni, tradicionalment s’ha recorregut a 1’us
de SO, gracies al seu conegut efecte inhibidor tant sobre els llevats com sobre les
bacteries (Blouin, 1997). A causa del problemes colaterals que comporta, s’ha intentat
limitar-ne 1’as. Amb els avengos técnics recents es pot realitzar una filtracio esterilitzant
del vi (aquest, pero, resulta empobrit en altres substancies). Des de fa uns anys es parla
de la utilitzacid de la lisozima, per ser tamb¢é un agent inhibidor dels microorganismes
(Gerbaux et al., 1997). El seu efecte sobre les propietats escumants del vi ha estat
estudiat recentment per Marchal ef al. (2002). S’observa clarament un efecte protector
quan ¢és afegida abans de realitzar un tractament desproteinitzant amb bentonita. Hi ha
una recuperacid de 1’escumabilitat, comparat amb el cas d’us exclusiu de bentonita, fins
i tot per a dosis elevades d’aquesta, el que sembla indicar que la lisozima presenta

també un efecte protector de cara a les proteines del vi.
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La relacio de concentracions entre acid malic 1 acid lactic i el seu efecte sobre les
caracteristiques escumants del vi ha estat posada de manifest a partir de correlacions
estadistiques. Andrés-Lacueva et al. (1996) troben que HM es correlaciona positivament
amb la concentraci6 d’acid malic i amb 1’acidesa total. En canvi, la preséncia d’acid
lactic es relaciona amb una menor escumabilitat. Aquest resultat concorda amb els de
Lopez-Barajas et al. (1998), que observen que I’increment de la concentracié d’acid
lactic es relaciona negativament amb 1’escumabilitat; en canvi, pero, ho fa de forma

positiva amb el temps d’estabilitat de I’escuma.

4.5. Les clarificacions

El sistema de vinificacié en blanc (que és el seguit en I’elaboracié de vins
escumosos) exigeix, per a l’obtencid d’un producte de qualitat, que el vi sigui
completament limpid i brillant; per tant, cal prevenir qualsevol risc d’enterboliment. En
la practica habitual, aquesta limpidesa s’aconsegueix mitjancant 1’addicié controlada de

diferents productes al vi, tal i com es veura tot seguit.

La clarificaci6 d’un most o un vi es defineix com 1’addicid, en ells, d’unes
determinades substancies amb capacitat per flocular i sedimentar, arrastrant, a la
vegada, les particules que es troben en suspensio (Caillet, 1994). L’addici6 d’aquests
productes, a més de 1’acci6 clarificant, pot tenir també un efecte estabilitzant i suposar,
fins 1 tot, una millora a nivell organoléptic. Per aquest motiu, la clarificacié ha de tenir
present dos aspectes molt importants: d’una banda el seu rendiment, i d’una altra,
I’eficacia en D’obtencié d’una bona limpidesa i un respecte de les qualitats
organoleptiques. L’addicié de productes de clarificacid, a més d’eliminar substancies,
també pot provocar que part dels compostos afegits quedin en dissolucid en el vi,
alterant-ne, per tant, la composicid i les caracteristiques. La preséncia en el vi dels
anomenats col-loides protectors (glucans, pectines i altres polisacarids) dificulta 1’accio
del clarificant ja que s’oposen al procés de contacte entre aquest i les substancies que es

volen eliminar.

En la industria enologica existeixen diferents tipus de clarificants. Solen
classificar-se, normalment, en funcié de si el seu origen és organic o mineral. A la taula
2 es mostra un llistat dels principals clarificants utilitzats en vinificacio en blanc, a més
de les dosis habituals en funcié de si s’utilitzen en el most, en el vi o durant el tiratge, en

I’elaboracid d’escumosos.
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Clarificants inorganics Us habitual Dosi (g/hL)
Bentonita desfangat 20 -50
fermentacid 10-50
clarificacio 20-150
adjuvant de 2-4
tiratge
Carbo enologic desfangat 10-200 (decoloracio)
fermentacio 5-20
clarificacid 10-100
PVPP clarificacio 20-30 (decoloracio)
Gel de silice desfangat 50-100
clarificacid 5-50
Clarificants proteics | Us habitual Dosi (g/hL)
. desfangat 5-15
Gelatina clarificacid 1-5
Cola de Peix clarificacié 1-3
Caseina clarificaciod 10 - 50
Proteines Vegetals clarificacio 2-5
Altres clarificants Us habitual Dosi (g/hL)
organics
Tani enologic clarificaciod 05-4
Alginats clarificacid 4-8
adjuvant tiratge 0.5-2
Combinacions Us habitual Dosi (g/hL)
Bentocaseina desfangat 100 - 150
fermentacid 20-100
Bentonita - Alginats adjuvant tiratge 1-3

Taula 2 - Principals clarificants i adjuvants de clarificacio usats en enologia
El comportament i la forma d’accié de cada un d’ells pot ser molt diferent, i per

la importancia que ténen en els objectius d’aquest treball, a continuacid se’n fa una

descripci6 detallada.

4.5.1. Les gelatines

Les gelatines son uns dels clarificants organics més utilitzats en [’actualitat.
Segons el Codex Enologic Internacional, la gelatina és el producte de la hidrolisi més o
menys intensa del col-lagen procedent de la pell, el teixit conjuntiu i els ossos dels
animals. Com que el col-lagen esta format per un grup heterogeni de proteines, les
gelatines son també, en realitat, un conjunt de proteines. Estan constituides, sobretot,

per glicina, prolina, hidroxiprolina i acid glutamic (Ribereau-Gayon et al., 1998).

Al mercat, les gelatines poden trobar-se en forma liquida, granulada, en forma de
fulles o de pols. La seva classificaci6 sol fer-se en funci6 del tractament seguit en la

preparacio. Aixi, les gelatines solides poden ser solubles en fred o en calent, depenent
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del grau d’hidrolisi que presenten, la qual pot fer-se mitjancant un tractament acid a
temperatura elevada, o bé per via enzimatica. Les gelatines liquides i les presentades en
forma de pols solubles en fred no conténen proteines d’alta massa molecular, mentre

que les altres, només solubles en calent, si (M > 10° Da).

Les gelatines destinades a un us enologic solen ser d’origen bovi o porcei, i s6n
gelatines que presenten diferents graus d’hidrolisi, el que condicionara tant les seves
propietats com 1’éxit de la clarificaciéo (Marchal ef al., 1993). La variacio i reparticio de
les diferents masses moleculars de les proteines constitutives, aixi com la seva carrega,
son les caracteristiques que permeten explicar la seva accio en el vi. S’ha de tenir en
compte també que una bona clarificacié depén del grau de polimeritzacio de les

molécules amb les que floculara, principalment tanins (Caillet, 1994).

El comportament de la floculaci6 i de la sedimentacio esta relacionat amb el
grau d’hidrolisi de la seglient manera: una gelatina poc hidrolitzada reacciona
rapidament donant lloc a la formacié de complexos tani-gelatina voluminosos i estables.
Aquests grans floculs sedimenten rapidament, pel que la seva capacitat per eliminar
altres substancies en suspensio és petita. La limpidesa, per tant, pot no ser satisfactoria.

Es suficient una petita quantitat de tanins per a que es doni la floculacio.

En canvi, una gelatina molt hidrolitzada permet eliminar una major quantitat de
col-loides totals: la seva menor massa molecular fa que la sedimentaci6 sigui més lenta
i, per tant, el temps de contacte és major. D’altra banda, pero, les curtes cadenes de
proteines i1 peptids podrien quedar en solucid, en el vi, en forma de complexos tanins-
proteines, els quals son susceptibles de precipitar més tard i donar lloc a enterboliments
dins la botella. Aixo es coneix amb el nom de sobreencolat i té un efecte clarament
negatiu en I’apreciacid del vi per part del consumidor. Es veu, doncs, la necessitat de
controlar el grau d’hidrolisi de la gelatina per tal que ’eficacia de la clarificacié sigui

Optima, amb una minimitzacié dels problemes colaterals.

En vins blancs, per evitar els problemes de sobreencolat, la gelatina sol utilitzar-
se en combinaci6 amb tani enologic, bentonita o gel de silice. Aquests productes
permeten ’eliminacié de la gelatina en solucid per reaccié amb ella o per arrastrament
durant la sedimentacid. La combinaci6 de gelatina i bentonita és molt utilitzada en
I’elaboracié de vins escumosos, ja que a més d’evitar els problemes de sobreencolat,
s’ha vist que és més respectuosa amb la composicio proteica del vi (Vanrell et al.,
2001). Aixo es tradueix en una millora de les propietats escumants, en comparacié amb

I’tGs exclusiu de bentonita.
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Marchal et al. (1993) observen, amb el Mosalux, que el comportament escumant
d’un vi resulta significativament millorat amb 1’is combinat de gelatina amb gel de
silice o tani enologic com a adjuvants de clarificacio, independentment del grau
d’hidrolisi de la gelatina. La interpretacié dels resultats no és facil ja que no s’ha vist
una variacié significativa de la concentraci6 de substancies que, en principi, soén
favorables per a I’escuma. No obstant, 1’as dels adjuvants modifica la concentracio de
compostos macromoleculars en solucié (gelatina no floculada, proteines, polisacarids, i
polifenols endogens), els quals si que intervenen de forma significativa en I’expressid
de les caracteristiques escumants del vi. No és possible preveure, perd, la importancia
relativa de cada un d’ells a causa de les nombroses interaccions existents (efecte de la

matriu).

4.5.2. La cola de peix

La cola de peix ¢és un clarificant de naturalesa proteica utilitzat principalment en
vins blancs (Caillet, 1994). Es prepara a partir del col-lagen procedent de la bufeta
natatoria de diferents peixos. El que el diferencia de la gelatina €s, sobretot, que pot
utilitzar-se tal i com es troba a la natura, no cal hidrolitzar-la, 1 només se’n modifica la
presentacid. L’estructura terciaria de les proteines que la constitueixen es manté intacta,
no es degrada. La seva massa molecular és elevada, al voltant de 150 kDa, el que fa que
siguin suficientment pesada com per a que sedimenti per ella mateixa. No dona, per

tant, problemes de sobreencolat.

La cola de peix s’utilitza en concentracions al 1% de proteines pures. Es
convenient preparar-la en fred ja que a temperatures elevades podria hidrolitzar-se
donant lloc a un producte de caracteristiques semblants a les de la gelatina. Per evitar
possibles degradacions, es recomana també no tardar en utilitzar-la una vegada

preparada la solucio.

Una de les seves propietats més destacada és que no necessita de 1’addicio de
tanins per a flocular, encara que a vegades poden quedar alguns dels floculs més
lleugers en suspensio (Paetzold, 1991). Per evitar-ho, €s suficient addicionar una petita
dosi de tani. La floculacid és lenta, pero resisteix bé 1’efecte col-loide-protector d’alguns
polisacarids en suspensio. A més, les dosis necessaries no son elevades i el vi apareix
més brillant. La seva utilitzaci6 ha estat una mica desplagada en profit de 1’s combinat
de gelatina i bentonita, que dona lloc a una sedimentacié més rapida. De totes maneres,
si la cola de peix també pot utilitzar-se conjuntament amb bentonita, i la rapidesa de

sedimentacio en resulta afavorida.
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4.5.3. La caseina

La caseina és una proteina que s’obté per coagulacié de la llet descremada
(Ribéreau-Gayon et al., 1998) i i en el mercat es presenta en forma de pols de caseinat
potasic, soluble en aigua. Es un clarificant especialment indicat en vins blancs ja que
intervé tant sobre el color com el sabor, fent que el vi aparegui com a «més frescy.
L’acidesa del medi és un factor decisiu de cara a la desnaturalitzacio i coagulaci6 de la
caseina, i al pH del vi és immediata. T¢ una acci6 preventiva i curativa dels fenomens
d’obscuriment i maderitzacid6 provocats per la preséncia de polifenols oxidats o

oxidables (Peynaud, 1996), els quals son eliminats per adsorcid i posterior precipitacio.

La utilitzacié de la caseina en clarificacié és delicada perd no dona problemes de
sobreencolat. De totes maneres, no es tracta d’un bon clarificant, i algunes vegades el vi
presenta un aspecte térbol després del tractament. Es per aquest motiu que normalment

li segueix un tractament amb bentonita (Caillet, 1994).

L’us de llet sencera, tot i que esta prohibit als paisos de la Uni6 Europea, pot
resultar eficag en la decoloracid de vins blancs que s’han obscurit massa i en
I’eliminaci6 de males olors, com ara I’olor a reduit o a floridura. El descremat de la llet
disminueix la capacitat d’adsorcid perd augmenta el poder clarificant. Un litre de llet de
vaca conté¢ aproximadament 30 g de caseina i de 10 a 15 g d’altres proteines
(lactoalbumines i lactoglobulines), les quals si que poden donar problemes de

sobreencolat quan la dosi d’utilitzacié és massa alta (superior a 200 ~ 400 mL/hL).

4.5.4. Les proteines vegetals

Darrerament, perd sobretot a causa dels recents casos d’encefalopatia
espongiforme bovina (coneguda comunment amb el nom de malaltia de les «vaques
boges»), 1 de la seva variant humana, els consumidors s6n cada vegada més reticents a
I’hora d’utilitzar auxiliars tecnologics d’origen animal, especialment gelatines. Per
aquest motiu, des de fa un cert temps s’han intensificat les investigacions sobre la

recerca i utilitzaci6 de clarificants proteics d’origen vegetal.

Les proteines, en general, son els constituients principals de les cel-lules animals
i vegetals, i cada una té una composicié aminoacidica determinada. En el cas de les
proteines vegetals, aquesta composicié permet establir amb precisi6 la pertinenca de la

planta a un grup botanic donat (Godon, 1996). Per aquest motiu, es classifiquen en
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quatre grans families, que coincideixen amb la seva classificacid botanica: cereals,
leguminoses, Oleoginoses i altres. Les diferents classes de proteines vegetals es

caracteritzen en funcié del contingut proteic de 1’extracte.

Per a poder-les usar en la industria enologica €s necessari modificar-ne algunes
de les propietats fisico-quimiques originals (Lefebvre et al., 2000), sobretot pel que fa a
la seva solubilitat (hidrolisi a diferents temperatures o per via enzimatica). S’han fet
assajos (analisi de la terbolesa i del volum de sediments) en mostos, vins blancs, vins
negres i vinagres, per tal de comparar I’efecte de diferents proteines vegetals (PV) amb
el d’altres clarificants usats de forma habitual, especialment gelatines, i poder establir
I’eficacia de la clarificacio (Maury 2001; Martinez, 2002; Lefebvre et al., 2002). Els
resultats mostren que 1’acci6é d’algunes d’elles és comparable, o fins i tot millor, que en
el cas de la gelatina. En vins negres, reaccionen amb els tanins presents en dissolucio.
Poden utilitzar-se, per tant, combinades amb aquests, i també amb clarificants minerals

com la bentonita o el gel de silice.

En quant als possibles riscos d’al-lérgia lligats a la consumicié de begudes
clarificades amb proteines vegetals, els autors anteriors han comprovat que son
inexistents ja que, a part del fet que només s’utilitzen com a auxiliar tecnologic, la
recerca de possibles residus en el vi, després del tractament, n’ha confirmat la seva

abséncia.

Marchal et al. (2000) han estudiat la clarificaci6 de mostos i vins blancs amb
proteines vegetals procedents del blat, concretament prolamines, conegudes comunment
amb el nom de gluten. Es compara també ’efecte de diferents proteines vegetals amb el
d’altres productes clarificants habituals. Observen que els diferents glutens testats
presenten una gran dispersidé de pesos moleculars, la qual és funcié del métode
d’obtencié perqué les proteines nadiues son les mateixes. La seva eficacia en la
clarificacié esta intimament lligada a la dosi utilitzada. En conjunt, els resultats
obtinguts s6n prou encoratjadors com per a seguir treballant en la seva possible

utilitzacio normal en vins i I’efecte en la composicié d’aquests.

Aixi, I’estudi sobre I’aplicabilitat técnica i 1’us de les proteines vegetals en
enologia és un tema d’actualitat vigent. S’ha de tenir en compte, perd, que la seva

utilitzacio a nivell industrial no ha estat encara aprovada per les autoritats alimentaries.
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4.5.5. Els alginats

La utilitzacié d’alginats per a la clarificacio de vins es coneix des de fa uns
quaranta anys. Estan especialment indicats en 1’elaboracid de vins escumosos ja que
faciliten el desplagament dels posits originats per la segona fermentacid i la crianca
(llevats, adjuvants de tiratge i1 altres precipitats) cap al coll de la botella, operaci6

anomenada remogut, i que seran eliminats després en el desgorjat (Hardy, 1993).

S’extreuen a partir de diferents tipus d’algues feoficies (algues marrons
procedents, principalment, de les zones de D’atlantic nord) per digestio alcalina i
posterior purificacio (Flanzy, 1996). Al mercat es troben en forma de sals alcalines de
I’acid alginic, sobretot la sal sodica, encara que també pot trobar-se la forma potassica
(les dues son solubles en aigua, i donen lloc a solucions bastant viscoses). Els alginats

calcics, menys utilitzats, soén molt poc solubles en aigua.

Contrariament als clarificants organics vists fins ara, els alginats no sén de
naturalesa proteica. Els utilitzats en la industria enolodgica presenten una varietat de
masses moleculars que van de 80 a 190 kDa, i presenten una eficacia relativa en la
clarificacid del vi (Ribéreau Gayon et al., 1998b). La seva floculacio6 es rapida, sempre
que el vi sigui suficientment acid (pH inferior a 3,5); en canvi, pero, la sedimentacio sol
ser lenta pel fet que els floculs son bastant lleugers. La clarificacid és irregular i les
substancies minerals sén poc fixades. L’addiciéo conjunta amb gelatina n’accelera la
sedimentaci6, obtenint una millor limpidesa. El principal interés de la utilitzacio
d’alginats és que es pot procedir a la filtracié del vi poques hores després de la seva

addicio, el que pot suposar un estalvi important de temps.

4.5.6. El tani enologic

Els tanins no es consideren propiament com a clarificants, perd séon de gran
utilitat quan s’utilitzen clarificants de naturalesa proteica, sobretot gelatines, per tal

d’afavorir-ne la precipitacio i prevenir els riscos de sobreencolat (Caillet, 1994).

Al mercat poden trobar-se una gran quantitat de productes comercials amb el
nom genéric de tani enologic, perd ’origen botanic dels distints tipus de tanins en
condiciona la composicidé quimica i, per tant, la seva utilitat (Vivas, 1997). Els d’Gs
enologic s’obtenen, principalment, a partir d’agalles provocades per les picades

d’insectes en la fusta de certs arbres. També poden obtenir-se directament a partir de
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fustes riques en aquests compostos (roure, castanyer) o de les llavors del raim (Paetzold,
1991). Segons la seva composicid quimica es parla de tanins condensats (o
procianidines) i tanins hidrolitzables (galics i elagics). En funci6 del sistema d’extraccid
es tenen tres tipus diferents de tanins: a I’aigua, a I’etanol i1 a I’éter. Els utilitzats en

enologia solen ser els tanins extrets a 1’éter.

Es tracta, per tant, de tota una familia de compostos fenolics amb propietats
comuns, que es caracteritzen, sobretot, per la possibilitat de combinar-se amb les
proteines (el que explica la sensacid d’astringéncia quan reaccionen amb les proteines
de la saliva). El seu us pot comportar una disminucié de les dosis de bentonita en la
clarificacié de vins blancs i rosats. Aixd es tradueix en un major respecte de la
composicidé quimica original del vi ja que, com es veura, la bentonita pot eliminar per

adsorci6 inespecifica una gran quantitat de diferents substancies.

A la regié de Champagne, la utilitzacidé de tanins sol fer-se en mostos (en el
desfangat) i, a vegades, també¢ en el tiratge. Maujean et al. (1990) han estudiat de forma
qualitativa 1’efecte de diferents dosis de tani sobre les propietats escumants d’un vi.
S’observa que provoquen una lleugera disminucié de 1’escumabilitat, perd, en canvi,
I’estabilitat de I’escuma (TS) en resulta notablement incrementada (fins un 20%).
L’addici6 d’una dosi menor de tani fa que la disminucié de 1’escumabilitat sigui major,

perd, en canvi, també és més gran el temps mesurat per a I’estabilitat de 1’escuma.

4.5.7. La bentonita

La bentonita és una argila col-loidal que fou descoberta 1’any 1888 a Fort Benton
(Wyoming-Estats Units). Presenta la propietat d’inflar-se en contacte amb 1’aigua

donant lloc a un gel. El seu us en enologia data dels anys trenta del segle passat.

Segons el Codex enologic internacional, la bentonita és un silicat d’alumini
hidratat, la forma mineral del qual és, principalment, la montmorillonita. La seva
estructura és laminar 1 esta formada per capes de tetraedres en les que s’hi troba
intercalada una capa d’octaedres (cada lamina té 1’estructura Te-Oc-Te). Al centre dels
tetraedres hi trobam els ions Si*" (de vegades també ions AI’"), mentre que en el centre
dels octedres hi ha els ions AI’" 0 Mg**. A més, en un de cada tres octaedres aquests dos
ions estan absents. Globalment hi ha, doncs, un déficit de carrega positiva el qual és
compensat pel conjunt de cations intercanviables (Ca®", Na“, Mg®’, principalment)
situats als espais interfoliars. En aquest espai és on es troben també les molecules

d’aigua. A la figura 16 es representa esquematicament 1’estructura de la bentonita.



67

Tetraedres H
Octaedres -—"‘"f

Tetraedres //

Cations
d’intercanvi

distancia
interfoliar

la] Oxigen
& Hidroxils
@ Alumini, Ferro o Magnesi

© Silici 0 Alumini

Figura 16 - Estructura de la bentonita (Canals, 1997)

Els cations intercanviables sébn molt importants ja que, a part del nom, conferiran
unes caracteristiques o unes altres a la bentonita, I’activitat de la qual vé donada per la
seva capacitat d’intercanvi d’aquests cations (Poinsaut e Hardy, 1995a). Les bentonites
seran sodiques (molt reactives, amb gran capacitat d’inflament), calciques o
magnessiques (menys reactives que les sodiques i de menor capacitat d’inflament) en
funci6 del catié majoritari. Com que es tracta d’ions intercanviables €s possible activar
aquestes Ultimes amb Na,CO; de forma que sigui el Na™ el cati6 principal. Es parla,
aleshores, de bentonites calciques o magnéssiques activades.

Les bentonites es presenten en forma granulada o de pols. El seu color és molt
variable (blanc, gris, beige, rosa, vert...) en funcié de I’origen i naturalesa quimica de
cada una. El tamany de particula condicionara la seva superficie especifica externa (de 5
a 80 m*/g), mentre que el fet de presentar una estructura laminar permet desenvolupar

una superficie especifica interna molt elevada (fins a 800 m?/g).

A més de la propia constitucié quimica, la capacitat d’inflament de la bentonita i
el seu grau d’hidratacid6 en condicionaran la reactivitat i comportament floculant
(Marchal et al., 1995). En el vi, la bentonita, carregada negativament, neutralitzara les
carregues positives de certs col-loides, especialment proteines (al pH d’aquest presenten
una carrega neta positiva), a més d’altres substancies carregades també positivament.
Tot seguit, I’aglomeracié de les particules neutralitzades donara lloc a la seva

coagulacid, i I’agrupament progressiu dels aglomerats en provocard la floculacid i
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posterior sedimentaci6é. S’ha vist també que 1'us de bentonita permet disminuir la

concentracid de diferents cations minerals com ara el coure.

En enologia, els tractaments amb bentonita poden fer-se en diferents estadis de
I’elaboracié del vi (Poinsaut et Hardy, 1995a). En mostos, durant el desfangat, en
facilita la clarificacio per eliminacid de certs col-loides, adsorbeix la tirosinasa i elimina
part dels productes fitosanitaris usats a la vinya. En vins, la seva accid principal ¢€s
I’eliminacio6 de les proteines responsables de certs enterboliments (trencament proteic),
tot i que també té una accio clarificant, a més de facilitar la filtraci6, el tractament en
fred 1 presentar una lleugera accidé decolorant. Usada com a complement d’una
clarificacié amb gelatina, permet evitar els problemes de sobreencolat per eliminacié de
les particules més lleugeres en solucid. En I’elaboracio de vins escumosos és un element

essencial en la constitucio dels adjuvants de remogut.

La bentonita no fa cap tipus de discriminaci6é en 1’eliminacio de les diferents
substancies carregades positivament presents en la matriu liquida, a més de 1’adsorcio
inespecifica, durant la sedimentacio, d’altres compostos en soluci6. Aixi, el seu Us
elimina un gran nombre de substancies, tant itils com no desitjades (Poinsaut e Hardy,
1995¢). La fermentacio del most pot veure’s facilitada mitjancant un tractament
prefermentatiu de clarificacié a causa de I’eliminaci6 de compostos inhibidors de
I’accié dels llevats. La utilitzacidé de bentonita en mostos, perd, només sol fer-se quan
no es disposa d’un equip de filtracié de fangs ja que augmenta el rendiment del
desfangat (la filtracid dels fangs seria dificil per la colmatacio rapida dels filtres). En

aquest sentit, la formula més utilitzada és la combinacié de gelatina i gel de silice.

Alguns elaboradors prefereixen utilitzar la bentonita al comengament de la fase
multuosa de la fermentaci6 en lloc de en el vi acabat de fermentar, ja que d’aquesta
manera no s’alteraran significativament les caracteristiques conferides al nou producte.
Sol usar-se normalment combinada amb caseina. Durant la fermentaci6, hi ha un major
contacte com a conseqiiencia dels corrents convectius, i després, la compactacio dels
sediments és també més gran, el que facilitara els trasbalsos. Entre les proteines
eliminades s’hi troba la tirosinasa (I’oxidasa natural del raim). També s’eliminen
substancies amb propietats antibiotiques secretades per certs microorganismes i
productes de tractament de la vinya que podrien alterar I’activitat dels llevats de

fermentacid, a més d’alguns col-loides com els glucans (millora de la filtraci6).

En vins, la principal accié de la bentonita és I’eliminacid de les proteines

inestables que poden presentar riscos de precipitacio i formacié d’enterboliments una
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vegada s’ha embotellat el vi (Marchal et al., 1997a). Permet eliminar també compostos
lipidics 1 certes substancies responsables d’un excés de color quan la seva extracciod
durant la maceracié ha estat important. La incidéncia en les caracteristiques
organoléptiques sera, per tant, important. Pel que fa a I’us com a adjuvant de tiratge, en
I’elaboracié de vins escumosos, facilita els remoguts, permetent-ne la mecanitzacié i un

major estalvi de temps i d’espai a la cava.

La bentonita és capag¢ d’interaccionar també amb les molécules responsables de
I’aroma del vi (Lubbers et al., 1995). La seva capacitat per fixar-los varia d’una
bentonita a una altra, perd pot arribar a ser del 25%, una quantitat gens menyspreable.
Mentre que el mecanisme de 1’acci6 desproteinitzant de les bentonites es dona
mitjangant un intercanvi de cations, en el cas de les compostos aromatics la fixacio té
lloc per mecanismes d’adsorcid en els que intervenen enllagos débils tipus pont

d’hidrogen o interaccions hidrofobiques.

L’efecte i la influéncia dels tractaments de clarificacio amb bentonita en la
composicié macromolecular de mostos i vins ha estat estudiat per diferents autors, amb
resultats diferents segons uns o altres. Maujean et al. (1990) recullen les referéncies
bibliografiques que es descriuen tot seguit. S’ha vist que un tractament amb bentonita
pot provocar una disminuci6 del nitrogen total del 5 al 40%, i una disminucié de la
concentraci6 de proteines del 20 al 60%, en funcié de la dosi utilitzada (Ferenczy,
1966). Segons Blade et Boulton (1988), 1’adsorcié de les proteines per la bentonita és
completa després de 30 segons de contacte. Altres autors (Andriamenantena, 1984) han
observat que un tractament amb bentonita en una dosi de 50 g/hL provoca una
disminuci6 del 25% dels col-loides totals; en canvi, en una dosi de 30 g/hL, ja sigui en
un most o un vi, Geoffroy (1984) troba que la disminucié de la concentracid de

col-loides totals és, com a maxim, del 15%.

Pel que fa a I’efecte sobre les propietats escumants dels vins tractats amb
bentonita, entre els primers estudis hi trobam també els realitzats per Maujean et al.
(1990). Aquests observen que 1’escumabilitat és menor després d’un tractament amb
bentonita, com també la concentracid proteica del vi. En canvi, I’estabilitat de 1’escuma
en resulta millorada (valors majors de TS). L’explicacié es trobaria, segurament, en
I’adsorcié conjunta i inespecifica de compostos desfavorables per a I’escuma. La dosi
de bentonita €s un factor a tenir en compte. D’ella en depenen tant la quantitat de
proteines eliminades com [’efecte sobre les propietats escumants. A partir de dosis de
50 g/hL s’observa un efecte clarament nefast sobre I’escumabilitat. A nivell

d’elaboracio, s’ha pogut constatar que el tractament d’un vi amb bentonita en dosis
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superiors a 25 g/hL pot tenir uns efectes perjudicials sobre les propietats escumants, en
general, i de I’escumabilitat, en particular. Un tractament en petita dosi (10 g/hl) no té

un efecte significatiu sobre el comportament de I’escuma.

L’efecte de la bentonita sobre 1’escuma ¢és diferent si és utilitzada en el most o en
el vi (Poinsaut, 1991). En el vi, ’efecte és molt més important: la disminucié de
I’escumabilitat és tres vegades superior en comparacié amb el tractament realitzat en el
most. En quant a la disminucié de la concentracid de proteines, aquesta €s també

inferior en el most (en tant per cent) que en el vi.

4.5.8. Els tractaments amb carb¢ actiu

Tot i que les referéncies sobre les propietats “sanitaries” dels carbons son bastant
antigues (Hipocrat, el Grec, el prescrivia com a substancia per a curar el mal d’estomac,
i Cristofol Colom I’utilitzava per a la purificaci6 de les reserves d’aigua potable), el seu

us en enologia ¢€s relativament recent.

L’origen dels carbons pot ser animal o vegetal, perd és la seva capacitat per
adsorbir diferents substancies el que els fa especialment interessants (Paetzold, 1991).
La quantitat de substancies adsorbides sera major en funci6 de la superficie disponible
d’aquest, i és per aquest motiu que actualment es parla de carbons actius. L’ activacio
d’un carb6 consisteix, precisament, en augmentar-ne aquesta superficie, la qual cosa
s’aconsegueix de dues maneres complementaries. El trencament mecanic per a reduir al
maxim el tamany de les particules, fa que la superficie efectiva del conjunt sigui
considerablement major en comparaci6 amb la inicial, podent arribar, en alguns casos, a
ser de 500, 1000 o fins i tot 1500 m” per gram de carbo. El secret d’aquest increment
espectacular de la superficie es troba, perd, en I’augment de la porositat de les particules
de carbd provocat per un tractament amb vapor, a temperatura elevada. Es formen tot un
conjunt de canals microscopics, entrecreuats tridimensionalment, que permet que les
molécules que es pretenen eliminar puguin penetrar a ’interior de 1’entramat, quedant-
hi adsorbides.

En el camp de I’enologia, els carbons presenten diferents utilitats (Marchal et al.,
1997b; Ribéreau-Gayon et al., 1998b; Lopez et al., 2001). La seva capacitat decolorant
permet la clarificacio dels vins blancs en els que el color ha evolucionat massa, o bé
corregir una extraccidé excéssiva de color en I’elaboracié dels blanc de noirs. Permet,

també, el tractament dels vins maderitzats (enfosquiment d’un vi blanc que es manifesta
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per un color groc massa intens, o fins 1 tot marrd), a més de tenir una certa accid
desodoritzant pel que fa a I’eliminacié de les molécules responsables d’algunes olors

desagradables que el vi pot presentar de forma accidental.

En un estudi comparatiu dels efectes de 1’addici6 de carbd actiu o de bentonita
sobre les propietats escumants d’un vi utilitzant el Mosalux (Maujean et al., 1990),
s’observa que, afegits en la mateixa dosi, el carbd actiu té un efecte negatiu sobre
I’escumabilitat molt més acusat que la bentonita. En canvi, I’estabilitat de 1’escuma (TS)
es veu significativament millorada amb 1’Gs de carbd, constatant-se una vegada més
I’abseéncia de relacio entre I’aptitud d’un vi per formar escuma i 1’estabilitat d’aquesta.
D’altra banda, i tenint en compte que es tracta d’adsorcions inespecifiques, tot i que la
disminucié de la concentracid6 de proteines és comparable en els dos casos, la
concentraci6 final de col-loides totals és menor quan s’utilitza carbd actiu. Tot aixo fa
pensar que la major capacitat d’adsorcié d’aquest sigui la responsable de 1’eliminaci6, a
part de les proteines, d’altres substancies amb una influéncia negativa sobre 1’estabilitat

de ’escuma.

4.5.9. El gel de silice

El gel de silice és una soluci6 col-loidal concentrada d’acid silicic, normalment
del 15% al 30%. Es possible, perod, disposar de concentracions més elevades (fins el
50%), ja que avui en dia s’han solucionat els problemes d’estabilitat lligats a aquest

tipus de dissolucions.

El gel de silice elimina, per adsorcid, les proteines d’alta massa molecular, els
complexos tani-gelatina i altres molécules responsables de la sensacié d’untuositat en el
vi (Caillet, 1994). Per aquest motiu, s’ha d’usar en petites dosis amb la finalitat de no
empobrir massa el vi. La seva floculaci6 és important i la sedimentacié rapida. La
limpidesa que proporciona la combinacio gelatina i gel de silice és excel-lent i esta molt
recomenada en el cas dels vins dificils de clarificar. A part d’assegurar la clarificacio,
aquest us combinat fa que s’evitin els possibles problemes de sobreencolat que pot
donar 1’Gs exclusiu de gelatina. També pot utilitzar-se en combinacié amb la cola de
peix. Amb clarificants proteics amb els que no pot reaccionar, com la caseina, cal anar
en compte perque el petit tamany de les seves particules fa que no quedin retingudes en

la filtracid, podent donar problemes d’estabilitat quan el vi ja s’ha embotellat.
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4.5.10. La polivinil-polipirrolidona (PVPP)

Tot 1 que no es tracta d’un producte molt habitual en la industria enologica, en
alguns casos pot ser de gran utilitat. Es tracta d’un polimer sintétic insoluble, amb
capacitat per fixar els compostos fenolics. Aquesta propietat s’aprofita, sobretot, per a
suavitzar els vins negres amb una astringéncia massa marcada provocada per alguns
tipus de tanins. En vins blancs, la seva capacitat decolorant s’utilitza en el tractament de
la maderitzacié i enfosquiment del color. Tot i ser insoluble, el petit tamany de les
particules fa que la seva sedimentacid sigui lenta. En aquesta sedimentacid

s’adsorbeixen part dels polifenols.

Es de suposar que també es dona 1’adsorcid inespecifica d’altres substancies, i
per tant s’alterara la composicid quimica del vi, afectant al conjunt de les seves
propietats. De totes maneres, no es disposa de dades sobre la influéncia directa en les

caracteristiques escumants d’aquest.

4.5.11. Altres combinacions (bentocaseina i mescla de bentonita i alginats)

Al mercat és possible trobar productes que son el resultat de combinar diferents
clarificants, entre ells mateixos o amb altres substancies, per tal d’aprofitar les
propietats de cada un d’ells i facilitar-ne 1'is (menys intervencions en el procés
d’elaboracio6 i estalvi de temps). La combinacié de clarificants amb aquesta finalitat no
€s una cosa nova. Anteriorment s’ha vist, per exemple, que 1’s de gelatina amb gel de
silice o tani enologic permet evitar els riscs d’enterboliment provocats per la
precipitacid de proteines inestables que havien quedat en dissolucio. No obstant, el fet
que la majoria d’ells exigeixin una preparacio diferent i que ’aplicacié en el vi no pugui
fer-se de forma simultania és la causa que no sigui possible trobar-los, al mercat, en

forma d’un sol producte.

Es considerara a continuacio el cas de la bentocaseina i de la mescla de bentonita
i alginats. Es possible trobar, també, combinacions de diferents bentonites, en funci6 de
I’origen 1 caracteristiques de cada una d’elles, pero el resultat global és el d’una

bentonita millorada, pel que no se’n parlara de forma particular.

La bentocaseina és una mescla de bentonita, caseinat potasic i cel-lulosa.
S’utilitza, sobretot, durant la fermentacidé alcoholica, tot aprofitant les diferents

caracteristiques de cada un dels constituients. La cel-lulosa serveix de suport als llevats,
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a més de la capacitat per adsorbir diferents compostos, alguns dels quals, com ara certs
acids grassos insaturats i restes de pesticides, podrien inhibir I’acci6 d’aquests llevats
(Ribéreau-Gayon, 1998b). Aixi, la fermentacido és veu doblement afavorida. D’altra
banda, la caseina elimina els compostos fenolics oxidats o oxidables, el que es tradueix
en una millora del color del vi i en la prevencio de la seva oxidacio. I finalment, la

bentonita, a part de I’eliminaci6 de proteines, afavoreix la compactacio dels sediments.

Maujean et al. (1990) han observat que I’addicié de bentocaseina al vi,
disminueix només lleugerament la concentraci6 de proteines, el que es relaciona amb la
disminuci6 poc significativa dels valors d’escumabilitat (HM) mesurats amb el

Mosalux.

Una altre producte resultant de la combinaci6 de clarificants és la mescla de
bentonita i alginats. En la clarificaci6é del vi en botella, segons el métode tradicional
d’elaboraci6 d’escumosos, és la formula que tendeix a substituir actualment 1’as de
bentonita sola (Hardy, 1993a). L’origen i la naturalesa de la bentonita i els alginats, la
combinaci6 escollida i la forma d’utilitzar-los son els principals factors a tenir en
compte per a poder obtenir una millora tant de la clarificacié (bona limpidesa i volum
petit de posits per evitar perdues considerables de vi) com de les caracteristiques

escumants.

Existeix, doncs, una amplia gama disponible de productes de clarificacio. Tots
ells modifiquen, d’una manera o altra, la composicié quimica del vi i n’alteren les
caracteristiques organoleptiques. L’eleccido del clarificant, la manera i el moment

d’utilitzar-lo condicionaran tant el treball de celler com la qualitat del producte final.

4.6. Estabilitzacid del vi pel fred

Acabada la fermentacid alcoholica, el vi blanc és una solucid sobresaturada en
sals de I’acid tartaric que més tard o més d’hora, a causa de canvis en la temperatura,
poden precipitar. Per evitar que aix0 passi dins la botella es recorre al tractament
artificial en fred (Peynaud, 1996).

El vi se sotmet un cert temps a una temperatura inferior a 0 °C, proxima a la
temperatura de congelacid, i normalment s’observa la formacié d’un precipitat. Esta
format, principalment, per sals tartariques (hidrogenotartrat de potasi i, en menor

mesura, tartrat neutre de calci) i substancies col-loidals que formen part de la matéria
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colorant inestable. També precipiten, de forma parcial, el fosfat férric i algunes
proteines. En aquests dos darrers casos no és possible aconseguir una estabilitzacid
completa mitjangant, unicament, el tractament en fred. Si es vol prevenir la possibilitat
de precipitacions posteriors (trencament ferric o proteic, respectivament) €s necessari

recorrer a altres metodes, com 1’addicio de clarificants en el cas de les proteines.

Obviament, si la precipitacié d’aquestes substancies es donés dins la botella
(sota I’aspecte de posits o d’enterboliments), 1I’efecte en 1’apreciacid visual per part del
consumidor seria clarament negatiu i desfavorable. Per aquest motiu, la clarificacid, la
precipitacié provocada pel tractament en fred i la filtraci6 posterior, li proporcionen al
vi I’estabilitat del color i de la limpidesa necessaris per a una correcta conservacio en
botella.

La preseéncia de certs col-loides inhibeix parcialment la precipitacio de les sals
tartariques pero, en canvi, la preséncia d’etanol en disminueix la solubilitat (Ribéreau-
Gayon et al., 1998). Per aquest motiu, en 1’elaboraci6 de vins escumosos és molt
important aconseguir ’estabilitat tartarica del vi ja que amb la segona fermentaci6 hi ha
un augment del grau alcoholic. La precipitacio6 1 formacid de cristalls de sals tartariques
podria donar lloc a una formacié excesiva d’escuma pel fet que aquests poden actuar
com a punts de nucleacié heterogeénia (Senée et al., 1998). Aixi, les pérdues de vi en el
moment de destapar la botella, a causa d’una efervescéncia massa elevada, podrien ser

importants, el que diria molt poc a favor seu.

Com a alternatives al tractament en fred existeixen altres metodes per aconseguir
I’estabilitzacié tartarica del vi. Es tracta de 1’0s de resines d’intercanvi d’ions (no
autoritzat per llei) i de I’electrodialisi. De totes maneres, el fet de ser molt poc habituals
i allunyar-se dels nostres objectius, es remet al lector a consultar altres fonts

bibliografiques en cas d’estar interessat en el seu coneixement.

4.7. La filtracié del vi

La filtracié és una operacid6 mecanica que consisteix en fer passar un liquid a
través d’una capa filtrant amb 1’objectiu de retenir les diferents particules en suspensio i
fer que el seu aspecte esdevingui completament limpid. Com qualsevol operacio
d’aquestes caracteristiques, presenta problemes de qualitat i de quantitat: per una banda
s’ha de conseguir una bona limpidesa del vi amb una minima alteraci6 de les seves

qualitats, i d’una altra, es té el rendiment de la filtraci6, és a dir, la quantitat de vi que és
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possible filtrar en funcié de la superficie de filtracid, la qual disminueix a mesura que

s’acumulen les particules retingudes fins bloquejar-la completament (colmatacio).

Existeixen diferents tipus de filtres en funcié de la seva composicio, la forma en
que seran utilitzats i el fonament fisic de la retencié de les particules (adsorcid o efecte
sedas). De totes maneres, el que interessa realment és la seva capacitat de retencio,
sense que es doni, perd, una cessié de particules dels filtres al vi i que en puguin alterar
les caracteristiques. Alguns dels sistemes de filtracié utilitzats actualment i de forma
habitual son la filtracid sobre terres, la filtracié en plaques i en membranes, i la

microfiltracié tangencial.

Sigui quin sigui el sistema de filtraci6 utilitzat, tots ells tendran una incidéncia
més 0 menys intensa en la composicié quimica del vi (Serrano et Paetzold, 1998). Entre
d’altres, s’ha vist que poden disminuir la concentraci6é de polisacarids, de proteines, de
compostos volatils responsables de I’aroma del vi, etc. La incidéncia en les qualitats

organoléptiques del vi és, doncs, Obvia.

Existeixen diferents estudis sobre I’efecte de la filtracid6 en les propietats
escumants del vi. Ha pogut observar-se una dependéncia clara entre la intensitat de la
filtracié (Gs de filtres de diferent tamany de porus) i la disminucié dels valors
d’escumabilitat i estabilitat de I’escuma d’un vi, mesurats amb el Mosalux (Robillard et
al., 1993); malgrat no haver comprovat I’efecte en la composicid6 quimica, s’han
relacionat aquestes observacions amb el fet que hagin estat retingudes en els filtres
substancies amb capacitat per estabilitzar la interfase de les bombolles, com ara

proteines.

L’efecte de la filtracio del vi base per a 1’elaboracio de champagne i el
comportament de I’escuma en la copa s’ha estudiat mitjangant 1’s d’un sistema de visio
artificial (Viaux et al., 1994). Els vins han estat filtrats amb filtres de diferent tamany de
porus (0.2, 0.45, 0.65 1 3.0 um) 1 s’han comparan els resultats amb els de vi sense filtrar.
La incidéncia de la filtracid és clara: en tots els parametres d’escuma mesurats, la
filtracid esterilitzant (0.2 um) és la que dona uns valors pitjors, segurament a causa
d’una major eliminaci6o de les substancies favorables per a I’escuma. El vi filtrat per
0.45 um presenta una major estabilitat de cara a la formacidé d’un collar d’escuma, i
també el temps per a que aquesta desaparegui €s major. Aixo es contradiu amb els
resultats obtinguts per Robillard et al. (1993), en els que no s’observa una dependéncia

de I’establitat del collar amb 1’eliminacid6 de compostos col-loidals. Aixi, doncs, el
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conjunt d’observacions realitzades fa pensar que en realitat hi ha un equilibri, en el vi,

entre les substancies positives per a I’escuma i les que tenen una influéncia negativa.

La ultrafiltraci6 del vi permet determinar 1’efecte de la concentracid de
macromolécules en les propietats de superficie de les bombolles (Péron et al., 2000,
2001). Aquests autors han comparat els resultats obtinguts en els vins base inicials, els
ultrafiltrats (tall de massa molecular, 10* kDa), els ultraconcentrats i els vins recontituits
a partir de les dues fraccions anteriors, de forma que la seva concentracié en
macromolécules sigui idéntica a la del vi base original. Els resultats indiquen que hi ha
una correlacid positiva entre la composicié macromolecular i la cinética de disminucid
de la tensio superficial de les bombolles, el que es tradueix en un augment de la seva
estabilitat. S’ha pogut constatar, a més, que realment es forma una capa d’adsorciod a la
interfase de les bombolles en els vins rics en macromolécules. Amb 1’ultrafiltraci6 és
veu com disminueix la concentraci6 de proteines del vi. L’is de membranes
d’ultrafiltracio, pero, en pot modificar ’estructura, sigui per adsorci6 o per canvis en la
seva conformaci6. Aixd podria explicar el fet que les mesures de cinctica de tensio
superficial en el cas del vi ultraconcentrat i del vi reconstituit siguin menors que en el vi

base nadiu, ja que haurien de ser, en teoria, major i igual, respectivament.

Es veu, doncs, que la filtraci6 del vi té una incidéncia directa en les seves
propietats escumants. Tot i que hi ha una clara modificacié de la composicid
macromolecular del vi, sembla que no pugui establir-se un model general per a
determinar quin tipus de filtracio és la que respectara més el conjunt de caracteristiques
escumants del vi. En qualsevol cas, el que pareix més logic és minimitzar la filtracio,

donat I’empobriment i els canvis que pot provocar en el vi.

4.8. Efecte del SO,

El SO, s’utilitza en la industria enologica tant durant I’elaboracié del vi com en
la seva conservacio. S’aprofiten les seves propietats antiséptiques, antioxidants i
antioxidasiques (inhibicié i desnaturalitzacié de les oxidases procedents del raim, la
tirosinasa, o d’un atac per botrytis, la lacasa), a més del seu poder com a disolvent en
I’extracci6 de certs compostos fenolics i/o aromatics (Blouin, 1997). En el vi s’utilitza
normalment en forma de dissolucions de metabisulfit potasic. Es troba en equilibri entre
la forma lliure, i la combinada amb diferents compostos que presenten grups carbonil en

la seva estructura quimica.
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En estudis realitzats amb cerveses, s ha vist 1’efecte negatiu dels sulfits sobre les
caracteristiques de 1’escuma (Brenner et Bernstein, 1975). En el cas del vi, Schanderl
(1965) comprova que 1’addicié de SO, en dosis elevades, abans del tiratge, provoca
durant la presa d’escuma un alliberament important d’acids grassos per part dels llevats,

I’efecte dels quals sobre 1I’escuma ha estat descrit precedentment en aquest capitol.

Per tal de contrastar aquests resultats amb ’efecte sobre els distints parametres
escumants proporcionats amb el Mosalux, Maujean et al. (1990) fan una addici6 de
diferents dosis de SO, en un vi. Observen que no hi ha una variacié significativa ni de
I’escumabilitat ni de 1’al¢ada estable d’escuma, i només per a les dosis més altes hi ha
un augment del temps d’estabilitat de I’escuma. En qualsevol cas, la qualitat global de
I’escuma es veu afectada negativament: apareix menys blanca i les bombolles son més
grosses. Aquest efecte negatiu del SO, s’interpreta per 1’alteracid que provoca sobre les

proteines a causa del seu poder desnaturalitzant en la ruptura dels ponts disulfur.

A partir dels resultats obtinguts mitjancant 1’estudi de correlacions estadistiques
entre la composicioé del vi i el comportament de 1’escuma s’ha vist que la concentracio
de SO, total en un cava esta relacionada inversament i de forma significativa amb
I’alcada estable de 1I’escuma (Pueyo et al., 1995). En vins, la concentracié de SO, total
es relaciona també negativament amb els parametres proporcionats pel Mosalux
(Andrés-Lacueva et al., 1996), si bé els valors dels coeficients de correlacié i de

significancia no permeten extreure’n cap conclusié que n’estableixi una relaci6 directa.

Aixi, tot i la gran importancia de la utilitzacio del SO, en la conservacio final del
vi, els estudis realitzats sobre la seva incidencia en el comportament escumant
son, a més d’escasos, poc concloents. Segons els resultats descrits anteriorment

tot sembla indicar que el seu efecte en la qualitat de |’escuma és desfavorable.
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5. Influéncia de la segona fermentacio i de la crianca en botella sobre la qualitat de

I’escuma

Una vegada obtingut el vi base, I’elaboracié de vins escumosos segons el métode
tradicional inclou tota una seérie d’altres operacions. A la figura 17 es representa de
forma esquematica aquest procés d’elaboracid. Els dos punts més importants en
I’obtencid del producte final son la segona fermentacio o presa d’escuma i la crianga en
botella. Aquests constitueixen el principal canvi en la composicio i caracteristiques del
nou producte, en comparacié amb el vi base original, i li confereixen les propietats que
el fan particular. Un altre punt a destacar és el que fa referéncia a 1’eliminacié dels
posits formats dins la botella mitjancant 1’Gs de clarificants (anomenats, en aquest cas,

adjuvants de tiratge) i les operacions de remogut i desgorjament.

ELABORACIO D’UN VI ESCUMOS
Cas particular del Cava

-2~ Desfangatg_

Fermentaci6 Premsat
. \ Blancs:
Vi en rama Verema Macabeu
+ Xarel-lo
Parellada
Clarificacio Chardonnay
Rosats:
s ., Monastrell
Refredat Estabilitzacio Garnatxa
Trepat
Pinot Noir

Filtracio
S v D
CUpatge T f+ SUCRE

+ CLARIFICANT
v < |+LLEvaAT

Tiratge
SEGONA FERMENTACIO, Tap corona, o
en botella (1-3 mesos) suro + grapa

Botella en posicio * ~f - Envelliment

horitzontal ) del cava
Crianca
Remogut
\ Solids cap al coll
Licor d’expedicié: marca de la botella
personal de 1’elaborador Desgorjament
Sucre —— Tap de suro
Vi envellit
Conservant Presentacié ' MERCAT

Figura 17 - Esquema d’elaboracié d’un vi escumos segons el metode tradicional.
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5.1. La presa d’escuma

L’objectiu de la segona fermentacidé alcoholica, també anomenada presa
d’escuma, és I’obtenci6 del vi escumds, amb les propietats d’efervescéncia i formacid

d’escuma que el caracteritzen.

La presa d’escuma presenta moltes similituds amb la fermentacié alcoholica del
most: es dona, també, la fermentacié de sucres (glucosa i fructosa) per part dels llevats,
amb produccio d’alcohol i gas carbonic i, en menor proporcio, altres substancies que
contribuiran en el conjunt de sensacions organoléptiques. Existeixen, pero, dues
diferéncies principals: la presa d’escuma consisteix en la refermentacié d’un vi i no
d’un most (la preséncia d’alcohol i de SO, dificulten ’acci6 dels llevats). A més, a
banda del fet que ara els sucres de fermentacié han estat addicionats al vi, la
disponibilitat de nutrients és molt inferior en comparacié amb el most. L altra diferéncia
¢és que la segona fermentacid es realitza en un recipient tancat, normalment una botella,
per tal d’evitar el desprendiment del CO, format i que d’aquesta manera pugui conferir

les propietats particulars d’efervescéncia dels vins escumosos.

L’eleccid dels vins base destinats a 1’elaboracié de vins escumosos no es fa
unicament en funcié del seu aroma i sabor, sind també segons la seva capacitat per a
produir una escuma de qualitat. L.’escuma que apareix amb la segona fermentacié es
correlaciona, entre d’altres, amb la composicié quimica dels vins elegits pel cupatge i el
tiratge, 1 son nombrosos els estudis realitzats en els darrers deu anys en aquest sentit
(Brissonet et al., 1991; Marchal et al., 1993; Pueyo et al., 1995; Andrés-Lacueva et al.,
1996a, 1996b; Lopez-Barajas ef al., 1998).

Es té, doncs, que I’addicié de sucres i llevats a un vi tranquil permet la seva
refermentacid. S’anomena tiratge al conjunt d’operacions consistents en afegir els
sucres, els llevats i els clarificants que permetran la clarificacié en botella (anomenats
adjuvants de tiratge) al vi base de partida, juntament amb I’embotellat posterior per a
que es doni la presa d’escuma. S’afegeixen normalment de 1 a 3 milions de cel-lules de
llevat per mililitre de vi, i entre 22 i 25 g/L de sucre, de manera que es dona un
increment del grau alcoholic del vi d’aproximadament un 1,5% vol. La pressiéo de CO,
al final de la presa d’escuma sol ser d’uns 6 bar. La manca de desprendiment de gas fa
que els llevats es depositin al fons de la botella, en lloc de mantenir-se en suspensio. Tot
i que aixo0 dificulta tant ’accessibilitat als nutrients necessaris pel seu creixement i

activitat, com també 1’evacuacido dels compostos que els son desfavorables, s’ha
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comprovat que la falta d’agitacio no té cap efecte sobre el creixement dels llevats ni en

la degradacio dels sucres per part d’aquests (Valade et Laurent, 1999).

El seguiment de la poblaci¢é de llevats durant la segona fermentacié mostra que
aquesta s’atura d’augmentar quan la pressio de CO, dins la botella és d’uns 3 bar.
Paradoxalment, la formaci6é de CO,, que proporciona al vi escumds les caracteristiques
que el fan especial, és també el principal inhibidor del creixement dels llevats i de la
seva activitat posterior, tant per efecte de I’augment de pressidé com per alteracio de la

fluidesa de la seva membrana (Jones et Greenfield, 1982; Ribéreau-Gayon, 1998).

Els principals factors que afecten la poblacié de llevats durant la presa d’escuma
son la composicié quimica del vi base de partida, la temperatura a la que es realitza la
fermentacio, la qualitat del llevat seleccionat i la seva resisténcia a 1’alcohol (Valade et
Laurent, 1999). Aquests factors condicionen tant la cinética de fermentacié com les
caracteristiques del producte resultant. Els anteriors autors han estudiat 1’efecte de la
posici6o de la botella durant la segona fermentacid, la qual modifica la superficie de
contacte disponible entre els llevats i el vi. Com més petita €s aquesta superficie, menor
¢és la quantitat de llevats que realitzen la fermentacid; aixo es tradueix en un menor
increment de la pressio en el temps 1 pot provocar que no s’arribi a donar la consumicio
total dels sucres, €s a dir, una parada de fermentaci6. A més, en una botella en posicid
vertical, I’algada de liquid respecte dels llevats depositats al fons és també superior. Per
tot aixo, les botelles es col-loquen en posicié horitzontal per tal de maximitzar 1’area de

contacte i facilitar la disponibilitat de les substancies necessaries per a la fermentacio.

La presa d’escuma pot durar d’un a tres mesos, en funcidé dels diferents
parametres ja esmentats. En el moment just en que la fermentacié ha acabat, o sigui,
quan s’ha consumit tot el sucre afegit, si es procedeix al desgorjament i eliminaci6 dels
posits formats dins la botella s’observa que el comportament escumant del vi i
I’apreciaci6 del conjunt de caracteristiques organoléptiques no és satisfactori. En el
moment de destapar la botella, I’escuma és molt abudant i grossera (el que pot suposar
perdues importants de volum); en canvi, I’efervescéncia desapareix al cap de poc temps
d’abocar el vi a la copa. Es nota, a més, una certa agressivitat d’aquesta en boca. En el
conjunt es troben a faltar les qualitats gustatives propies d’un cava o champagne. Es per
tot aixo que el procés d’obtencid del vi escumds continua amb la crianga o envelliment

en contacte amb els llevats.
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L’efecte de la segona fermentacid sobre les propietats escumants d’un vi
elaborat seguint el metode tradicional ha estat estudiat per Maujean et al. (1990),
utilitzant el Mosalux per a caracteritzar-les. Es mesura el comportament escumant de
diferents vins, abans i després de la presa d’escuma. Amb la fermentaci6 en botella
s’observa una disminucié promig de I’escumabilitat del 46%, mentre que la
permanéncia i I’estabilitat de I’escuma en resulten incrementats un 31% 1 un 288%,
respectivament. El fet de que no hi hagi cap tipus de correlacio entre els valors dels tres
parametres sembla indicar que les substancies implicades en una o altra situacié no
tenen per que ser les mateixes. Observen una bona correlacié entre els valors
d’escumabilitat d’un vi base i1 els del mateix vi després de la presa d’escuma. La
disminuci6 de I’escumabilitat es relaciona amb I’increment de la concentracidé de
I’etanol amb la fermentacid, ja que els valors obtinguts per addicié d’una quantitat

equivalent d’alcohol en el mateix vi base de partida son molt semblants.

Una vegada acabada la segona fermentaci6, Pueyo et al. (1995) observen que,
passats tres mesos de la realitzacié del tiratge, també es dona un increment de 1’alcada
estable de I’escuma en condicions dinamiques i, de forma molt marcada, del temps

d’estabilitat, resultats que concorden amb els anteriors.

5.2. La crianca en botella i 1’autolisi de llevats

Els elaboradors de vins escumosos s’han adonat que el temps transcorregut entre
el tiratge i el desgorjament, durant el qual hi ha un contacte entre el vi i els llevats quan
ja s’ha acabat la segona fermentacid, afecta les caracteristiques de 1’escuma. Aquest
periode s’anomena crianga. Aixd ha promogut que els investigadors s’hagin dedicat a
I’estudi de la influéncia del temps de crianca en botella sobre la qualitat de I’escuma i
del vi en general, per a poder establir quin és el moment idoni per a procedir al

desgorjament i eliminaci6 dels posits, abans de posar el producte al mercat.

La crianga és el factor de qualitat que diferencia els vins escumosos elaborats
segons el metode tradicional dels altres en que prescindeixen d’ella, com per exemple
els obtinguts segons el meétode Charmat curt (la presa d’escuma es realitza en grans
diposits amb capacitat per resistir altes pressions) o els vins gasificats artificialment (en
aquests, ni tan sols no hi ha segona fermentaci6; s’afegeix CO, directament a la botella

o diposit que conté el vi tranquil de partida).
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En funci6 de la regi6, les diferents legislacions estableixen un temps minim de
crianga dins la botella per a que el vi escumos resultant pugui ser considerat com a cava
o champagne. A la regio del Cava, aquest periode minim és de 9 mesos. Unes criances

més llargues permeten classificar aquests vins com a reserves o grans reserves.

El principal fenomen que té lloc durant la crianca és 1’autolisi dels llevats. Per la
seva importancia, a continuacié es descriura de forma general en qué consisteix i quins

son els efectes sobre les propietats del vi.

L autolisi dels llevats

El fenomen d’autolisi de llevats esta associat, principalment, als casos de vins
blancs conservats sobre lies i a 1’elaboracid de vins escumosos segons el metode
tradicional. Correspon a una autodegradacido enzimatica dels distints constituients
cel-lulars dels llevats, que comenga inmediatament després de la mort d’aquests i pot

desenvolupar-se durant periodes relativament llargs (Flanzy, 1998).

Existeixen estudis relacionats amb intentar accelerar i afavorir el procés natural
d’autolisi: Todd et al. (2000) observen, en un medi sintétic de fermentacid, que
I’addicié conjunta d’una soca de llevat amb activitat killer (capac d’alliberar una toxina
que resulta letal per a altres llevats) i una altra que sigui sensible a aquesta activitat
provoca un comengament més rapid de 1’autolisi a causa de la mort prematura dels

llevats sensibles a la toxina.

Poden obtenir-se també preparats in vitro d’autolisats de llevats (Charpentier et
Feuillat, 1993; Moine-Ledoux, 1996; Martinez-Rodriguez et Polo, 2000). L’objectiu ¢és
accelerar de manera artificial el procés d’autolisi mitjangant, sobretot, la incubacio

d’una solucid que contengui els llevats a temperatures compreses entre 30 1 50 °C.

La membrana citoplasmatica i la paret cel-lular del llevat tenen un paper
fonamental en 1’autolisi ja que la seva desnaturalitzacié permet 1’alliberament d’enzims
hidrolitics al medi extracel-lular i el contacte amb els seus substrats (Leroy et al., 1990).
També s’alliberen altres substancies (Charpentier ef Feuillat, 1993; Moreno-Arribas et
al., 1997, 2000; Todd et al., 2000; Pueyo et al., 2000) com ara compostos nitrogenats
(aminoacids, péptids, 1 proteines), polisacarids (glucans i manoproteines) i lipids. La
degradacio dels constituients de la paret cel-lular n’augmenta la porositat i facilita

aquest alliberament.
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Els llevats son una font important de polisacarids en el vi. Des del comengament
de lautolisi s’alliberen tota una mescla de polisacarids 1 de curtes cadenes
d’oligosacarids, per ’accié d’una exo i una endo glucanases sobre la composicio de la

paret cel-lular dels llevats (Feuillat ez Charpentier, 1982; Charpentier et Feuillat, 1993).

En el cas concret de I’elaboracié de vins blancs fermentats i conservats sobre lies
totals en bota, s’ha vist que hi ha un enriquiment significatiu del col-loides glucidics
(Llauberes et al., 1987). L’alliberament €¢s major amb la temperatura, agitacido del medi
(resuspensions pel sistema de “battonage”) i conservacio sobre lies prolongada. Tant els
polisacarids alliberats durant la conservacio, com els que es troben a la paret dels llevats
o els d’origen vegetal, poden combinar-se amb els compostos fenolics presents. Aixo
provoca una disminucié de I’index de polifenols totals i de la intensitat del color groc
del vi blanc. Una part dels tanins cedits per la fusta es fixen també a sobre de les parets

dels llevats i en les manoproteines alliberades per aquests.

A causa de I’activitat proteolitica intracel-lular del propi llevat, amb 1’autolisi
tamb¢ es dona un enriquiment, en el medi, en petits peptids i aminoacids per hidrolisi i
degradacio dels distints constituients citoplasmatics (Achstetter ez Wolf, 1985); aquesta
activitat esta fortament influenciada pel pH del medi. En I’elaboracié de vins
escumosos, Moreno-Arribas et al. (1997) constaten 1’alliberament simultani de peptids i
enzims per part dels llevats, a més de la degradacié successiva dels primers. Veuen,
també, que la distribucié d’aminoacids en els vins depén del temps de contacte amb els
llevats, pel que el seu estudi, en funci6 de les diferents fraccions nitrogenades del vi, pot

aportar informacié sobre el temps de crianga.

Todd et al. (2000) observen que en els vins escumosos hi ha un increment
marcat de la concentraci6 total de proteina durant la presa d’escuma (primers dos mesos
després del tiratge), a la que segueix una lleugera disminuci6 transitoria que pot durar
de dos a tres mesos, a partir dels quals torna a haver-hi un nou augment lligat a 1’autolisi

dels llevats fins als 15 mesos de contacte, temps maxim considerat en el seu treball.

En un estudi recent, Moreno-Arribas ef al. (2000) han estudiat la influéncia de la
variaci6, durant els primers 24 mesos de crianca, de les concentracions dels polisacarids
i els compostos nitrogenats (aminoacids, péptids i proteines) sobre les caracteristiques
de I’escuma dels vins escumosos. Comproven que existeix una correlacid positiva entre
la concentracié d’aminoacids lliures, la de polisacarids i la de proteines amb els
parametres d’alcada maxima i algada estable de I’escuma; en canvi, aquests no es

correlacionen amb la concentracio peptidica.
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L’autolisi dels llevats provoca un canvi en les caracterisiques aromatiques dels
vins escumosos (Feuillat er Charpentier, 1982). Estudis realitzats en un medi
hidroalcoholic acid han permes constatar que durant la crianca es dona la formacio de
nombrosos 1 variats compostos volatils, com ara diferents ésters, alcohols terpénics,

aldehids, lactones, etc.

També s’ha vist que durant I’autolisi hi ha un alliberament dels acids grassos de
cadena llarga tipus C16 1 C18 (Ferrari et al., 1987). En ’elaboracié de vins blancs en
bota, se’ls pot trobar als fangs fins, i tenen un efecte activador sobre els llevats que
realitzen la fermentacio alcoholica. Durant la segona fermentacio i la crianga dels vins
escumosos, l’autolisi dels llevats també dona lloc a un enriquiment del medi en
diferents lipids (Troton ef al., 1989; Pueyo et al., 2000).

S’entén, doncs, que amb la crianga i 1’autolisi de llevats, les caracteristiques
organoleptiques del vi escumos en resultin modificades. El comportament de I’escuma
es veura afectat, sobretot, pels canvis en la composicié quimica que comporta la propia
autolisi, pero també per les petites pérdues de CO, i I’entrada de O, (malgrat la pressio
interna del COy) a través del tap de la botella, a causa de la impossibilitat d’aconseguir
una estanqueitat perfecta (Valade et Tribaut-Sohier, 2001). A continuacio es descriuen
els resultats trobats per diferents autors en 1’estudi del temps de crianga en botella i la

seva influéncia sobre les propietats escumants dels vins escumosos resultants.

Pueyo et al. (1995) han estudiat les variacions de les caracteristiques de
I’escuma després del tiratge als 3, 6, 11, 17, 21 i 24 mesos de crianca. Als 3 mesos,
I’al¢ada estable de I’escuma en condicions dinamiques és maxima (i major que la del vi
base original). No s’observen variacions importants fins els 11 mesos, quan comenga
una disminucié progressiva. Als 21 mesos de crianca, I’alcada mesurada és molt
semblant a la del vi base inicial. En quant a 1’estabilitat de ’escuma (temps que aquesta
tarda en desaparéixer, una vegada es para la injecci6 de gas), hi ha un increment
important als tres mesos del tiratge, perd a partir d’aquest moment té lloc una
disminuci6 progressiva. De totes formes, fins i tot als 24 mesos de contacte, els temps

mesurats son bastant superiors al del vi base original.

Si es comparen els anteriors resultats amb els obtinguts per Maujean et al.
(1990) amb el Mosalux, hi ha una concordancia amb la tendéncia seguida per a 1’algada
estable d’escuma. Es contradiuen, pero, les observacions fetes sobre el temps

d’estabilitat de I’escuma, ja que aquests autors constaten un augment progressiu fins els
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15 mesos de contacte, que és el periode maxim de crianga considerat. Pel que fa a
I’escumabilitat, hi ha una disminucié amb la presa d’escuma (mesura realitzada als dos

mesos del tiratge), la qual s’accentua amb el temps de contacte amb els llevats.

Les observacions de Maujean et al. (1990) estan d’acord amb les realitzades per
Andrés-Lacueva et al. (1996). En el cava, han estudiat I’efecte del temps de contacte
amb els llevats als 3, 6, 9, 12, 15, 18, 23 1 26 mesos després del tiratge. Veuen, amb el
Mosalux, com I’escumabilitat (HM) disminueix de forma considerable entre els 3 i 9
mesos de crianga, moment a partir del qual la disminuci6 €s més suau. La permanéncia
de I’escuma (HS) esta correlacionada positivament amb 1’escumabilitat. En canvi, els
valors mesurats per a 1’estabilitat de I’escuma (TS) augmenten amb el temps, arribant a
un maxim als 18 mesos. Aixi, la relacio entre els dos primers parametres i TS és
inversa. En conjunt, les millors caracteristiques escumants s’observen als 9 mesos

d’envelliment.

Altres autors, en canvi, no observen una tendéncia clara en 1’evolucié dels
parametres escumants i el temps d’envelliment. En vins escumosos de la regi6 del Cava,
Moreno-Arribas et al. (1997) veuen que I’alcada maxima de 1’escuma no presenta
variacions importants entre els 9 i els 24 mesos de criang¢a. En quant a I’algada estable
de I’escuma, hi ha un descens entre els 9 i els 15 mesos per a la majoria de varietats. A
partir d’aquest temps es dona un increment, essent els valors als 24 mesos, per als caves
elaborats amb les varietats tradicionals de la Regio del Cava, més alts que els mesurats
als 9 mesos; per a la varietat chardonnay, I’augment no arriba a superar els valors
obtinguts als 9 mesos. Es troba una correlacid positiva entre 1’algada estable de
I’escuma i el contingut en nitrogen dels aminoacids lliures i dels totals, amb la
concentracio de proteines i amb la de polisacarids neutres. En un estudi posterior
(Moreno-Arribas et al., 2000), s’obtenen uns resultats molt semblants pel que fa al
comportament dels dos parametres d’escuma considerats. No obstant, si es tenen en
compte els valors corresponents al vi base, aquests son, en general, superiors als dels

caves als 24 mesos de crianga.

El conjunt de resultats anteriors mostra, de forma general, que hi ha una
disminucié de I’escumabilitat i de la permanéncia de 1’escuma, com a minim durant els
15 primers mesos de crianga. L’estabilitat de I’escuma, en canvi, es veu afavorida amb
el temps de contacte amb els llevats. De totes maneres, el comportament de 1’escuma
dels vins ¢és diferent en funci6 de la seva procedéncia i de les seves caracteristiques, el
que fa que no sigui possible establir a priori un temps Optim de crianga valid per a tots

els casos. Indiscutiblement, 1I’envelliment que segueix a la presa d’escuma proporciona
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al vi un conjunt de propietats que el revaloritzen; es decisio, pero, de cada elaborador
establir el temps de crianga Optim pels seus vins, en funcid de la destresa i coneixements

acumulats amb 1’experiéncia.

Com a curiositat relacionada amb els llevats 1 el comportament escumant, s’ha
vist (Senée et al., 1998) que aquests poden adherirse a la superficie de les bombolles i
acumular-se a la part superior de I’escuma, en el menisc comu entre tres bombolles
contigues. Es per aquest motiu que, per raons estériques, podran alterar la seva
destruccio a causa del drenatge. Els autors observen que la permanéncia de I’escuma es
veu incrementada amb la concentracié de llevats, fins arribar a un limit constant. En

canvi, I’expansi6 de I’escuma no es veu afectada per 1’adsorcio de les cél-lules de llevat.

5.3. Influéncia dels adjuvants de tiratge

Durant la presa d’escuma i a causa de 1’envelliment normal del vi apareixen
posits de diferent naturalesa, que poden alterar-ne les caracteristiques. L’origen

d’aquests posits pot ser exogen o endogen (Hardy, 1993).

Sense addici6 de cap altra substancia, a part del licor de tiratge que conté els
llevats que realitzaran la fermentacid, s’obté ja un posit format pels mateixos llevats. Es
tracta, naturalment, d’un posit d’origen exogen. El seu volum dependra de la
concentracio final de llevats, després de I’etapa de creixement, que a la vegada és funcio
de la sembra inicial, de la temperatura i de les condicions del medi, entre d’altres. Tot i
que temps enrera no es feia ni sembra de llevats ni addicié de cap altre producte per a la
realitzaci6 de la presa d’escuma, se sabia que deixant passar un petit volum de fangs en

el darrer trasbals, la fermentaci6 en botella es donava millor.

Els posits de naturalesa endogena apareixen a causa de 1’envelliment normal del
vi. Aixi, per exemple, es t€¢ que la hidrolisi dels colloides péctics comporta
I’alliberament de calci, el que pot provocar la precipitacié de sals tartariques; aquests
cristalls, en cas de quedar incrustats a la botella, podran alterar el comportament de
I’escuma. D’altra banda, els nivells de saturacio de les sals presents pot veure’s alterat
per la propia fermentacio (augment de la concentracié d’etanol i canvis en ’acidesa
total i el pH), causant una retrogradacié de I’estabilitat cristal-lina i contribuint en
I’augment del volum de posits. Si el raim ha estat atacat per botrytis, aleshores també

pot donar-se la hidrolisi dels col-loides glucidics i la seva precipitacid, etc.
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Es veu, per tant, la necessitat d’eliminar aquests sediments per a que la seva
preséncia no alteri negativament les caracteristiques organoléptiques el vi, comencant ja
per I’'impacte visual que provoquen. L’operaci6 durant la qual s’eliminen els diferents

posits formats es coneix amb el nom de remogut.

Des de fa bastants anys son nombrosos els productes addicionats al vi durant el
tiratge, anomenats adjuvants de clarificacié o de tiratge, per tal de facilitar el remogut.
Si tnicament s’afegeixen al vi els llevats que realitzen la segona fermentacid, ¢s molt
dificil aconseguir una bona clarificacid posterior: quan es pretén compactar els
sediments al coll de la botella, s’observa que sempre queda un vel molt fi de llevats
completament adherit al vidre. La principal funcié dels adjuvants de tiratge és, doncs,
aillar les cel-lules de llevat del vidre, per a que tots els posits puguin relliscar facilment
fins al coll de la botella. Aquests, seran eliminats posteriorment en el desgorjament
(destapat de la botella i expulsié dels sediments compactats al coll, a causa de la propia
pressio del gas, que els empeny cap a ’exterior). L’s d’adjuvants de tiratge ha permes
la mecanitzacié del remogut, amb un estalvi de temps i d’espai a la cava considerable.
Es millora I’aspecte visual del vi escumés, pero s’ha de tenir en compte que, com que
els adjuvants de tiratge solen ser els mateixos productes utilitzats en la clarificacié del vi
base, perd en dosis menors, forcosament es veura alterada la composici6é quimica del vi

i, per tant, el seu comportament escumant.

Alguns dels adjuvants utilitzats de forma habitual es descriuran tot seguit. Com
que les seves caracteristiques i els efectes en la composicid del vi s’han comentat en el
capitol anterior, a 1’apartat de productes de clarificacid, aqui només es parlara dels
I’avantatges que suposa 1’is d’un o altre respecte del remogut, segons les observacions
fetes per Hardy (1993).

Bentonita

L’us de diferents tipus de bentonites per a la clarificacié en botella comenga als
anys 1960, i des d’aleshores han revolucionat I’operacié de remogut. La seva floculacio
arratra satisfactoriament els llevats i els posits rellisquen amb facilitat. Aquests, pero,
son més lleugers i1 voluminosos, pel que s’ha de treballar amb més cura i el volum de vi
perdut en el desgorjament és una mica més gran. Dels diferents tipus de bentonites, les
utilitzades en el tiratge son les sodiques naturals o les calciques activades amb ions de
sodi, les quals tenen una bona capacitat d’inflament i permeten obtenir uns bons

resultats. Com en la clarificacio del vi base, en el tiratge és habitual utilitzar mescles de
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bentonites de distint origen, amb 1’objectiu d’aprofitar de forma conjunta les propietats
de cada una d’elles. La seva capacitat per eliminar les proteines és clarament manifesta,
i I’Gs exclusiu de bentonita com a adjuvant de tiratge té un efecte directe sobre les
caracteristiques escumants del vi, variable en funcié de la dosi, perd negatiu en la
majoria dels casos. Actualment sol associar-se amb 1’us d’alginats, perdo també amb

clarificants proteics com la gelatina o la cola de peix.

Clarificant organic en combinacio amb tani

Sol tractar-se de la combinaci6 de gelatina o cola de peix amb tani de castanyer
o d’agalles. Donen lloc a podsits poc voluminosos i molt adherents que, a més, arrastren
malament els llevats, fet que fa necessaria la realitzacido de nombrosos «poignettages»,
¢s a dir, petits cops secs donats a la botella per tal de desadherir-ne els posits del vidre i
facilitar la seva migracio cap al coll. Aquest problema d’adheréncia se soluciona afegint
una certa quantitat de kaolin (argila col-loidal de propietats semblants a les de la

bentonita, perdo de menor capacitat desproteinitzant).
Alginats

Fa uns trenta anys que els alginats de baixa viscositat comengaren a usar-se com
a adjuvants de tiratge. Tenen una bona capacitat per a retenir els llevats i rellisquen amb
facilitat sobre el vidre de la botella. En canvi, donen lloc a pdsits voluminosos i poc
compactes quan se’ls ha fet migrar cap el coll de la botella. Aixd comporta problemes
de manipulacié en el moment de realitzar el desgorjament i, sobretot, de pérdua de vi.

L’0s combinat amb bentonita ha donat bons resultats.
Combinacio de bentonita i alginats

Tot 1 que no és la solucié a tots els problemes, actualment és la féormula que
tendeix a substituir 1’Gs de bentonites soles ja que és la combinacié que dona unes
millors caracteristiques respecte dels posits. Aquests rellisquen amb facilitat, soén
suficientment pesats, es compacten bé al coll de la botella i retenen bé els llevats. Es
molt important, perd, la propia naturalesa tant de la bentonita com de 1’alginat i la seva
forma de preparaci6. A més, s’ha constatat que aquests dos productes evolucionen al
llarg del temps (Hardy, 1993), pel que aconseguir una combinaci6 optima d’un i altre no

¢és una feina facil.
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5.4. Influéncia de la soca de llevat

L’eleccid d’un llevat o un altre per a realitzar la presa d’escuma es fa en funcid
de tota una série de criteris. Un dels principals factors que es té en compte, pero, ¢€s el
referent a la quantitat i caracteristiques dels posits que formara, a banda de Ila ja
suposada capacitat per fermentar en un medi poc favorable com és el vi base de partida.
També es consideren altres factors com la capacitat d’adheréncia al vidre de la botella,
la possibilitat de presentar propietats aglomerants, i la influéncia en el conjunt de

caracteristiques organoléptiques i de formacié d’escuma (Hardy, 1993).

Per tant, el llevat usat per a realitzar la segona fermentacié sembla tenir una
importancia significativa de cara a la qualitat del producte final. Tradicionalment s’ha
donat més importancia als aspectes relacionats amb el fet que no provoquin I’aparicid
de defectes gustatius i/o aromatics, aixi com a la facilitat per a aconseguir una bona
clarificacid en botella, ja que la unica condicid necessaria per a 1’obtencié d’un vi
escumos ¢€s la capacitat del llevat per a poder fermentar els sucres i1 produir CO,. S’ha
seguit, en definitiva, un criteri de seleccié dels llevats en funcié de la incidéncia en la
qualitat global del producte. Per aquest motiu, no séon gaire nombrosos els treballs on
s’estudia de manera especifica I’efecte d’un o altre llevat sobre els parametres
escumants del vi. Destaca, en aquest sentit, el treball realitzat per Martinez-Rodriguez et
al.,2001.

Maujean et al. (1990), en el seu experiment per a determinar, amb el Mosalux,
I’efecte de la segona fermentacié i de la crianca en botella sobre les propietats
escumants d’un vi, utilitzen varies soques de llevat per a portar-les a terme. Tot i que
observen diferéncies significatives en els valors dels parametres escumants en funcio
del llevat considerat, no es troba cap correlacio entre ells. En el treball, no es discuteix
quina de les soques (o combinacio d’elles) sembla proporcionar uns millors valors, en
conjunt, per a les caracteristiques de 1I’escuma; pero, a la vista dels resultats exposats, si

que es podria dir, en funcio6 del temps de crianga, quina d’elles €s més recomenable.

A més dels criteris tradicionals de seleccié d’un llevat per a 1’elaboracio d’un vi
escumods, com ara la capacitat per a portar a terme la presa d’escuma i les
caracteristiques enologiques que presenta (produccié d’acidesa volatil i de H,S,
resisténcia al SO, i capacitat floculant i d’adheréncia al vidre de la botella), Martinez-
Rodriguez et al. (2001) tenen en compte dos criteris addicionals: la capacitat d’autolisi i
alliberament de compostos al medi (proteines i aminoacids), i 1’efecte sobre els

parametres escumants. De totes maneres, pero, el comportament de I’escuma es mesura
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en els autolisats obtinguts i no en els vins escumosos elaborats amb els llevats que s’han
seleccionat. L’avaluacio final es fa a partir de 1’analisi sensorial dels vins, en la que es

valora, de forma subjectiva, ’aparenca de I’escuma.

En el present treball es fera un estudi comparatiu de diferents soques de llevat
utilitzades per a realitzar la presa d’escuma, amb una especial atencid a les
caracteristiques relacionades amb els parametres escumants proporcionats pel Mosalux,

aixi com de la incidéncia en 1’apreciacio sensorial dels vins escumosos obtinguts.

5.5. Cas especial de fermentacio en botella amb llevats immobilitzats

La fermentaci6 dels vins escumosos mitjangant 1’us de llevats immobilitzats en
algun tipus de suport, I’eliminacié del qual sigui una operacid facil i rapida, ha estat
proposada amb 1’objectiu de simplificar el remogut manual de les botelles (Yokotsuka
et al., 1997). El remogut és una operacio delicada de la que en depenen I’aspecte i la
limpidesa del vi. Tradicionalment s’ha fet de forma manual, en pupitres, per aplicacid
de successives rotacions parcials de les botelles, acompanyades d’un petit moviment
oscil-lant 1 un augment progressiu de la seva inclinacio, amb 1’objectiu de fer relliscar i
compactar els posits al coll de la botella. Com és de suposar, es una operacié lenta que

pot durar bantant de temps.

Si els llevats es troben immobilitzats en un suport facil d’eliminar es pot
estalviar una gran quantitat de temps i de treball, tot disminuint els riscos de resuspensio
dels sediments. Els anteriors autors han provat com a suport un gel d’alginats de calci,
en forma d’una doble capa d’esferes o de fils. Si bé la fermentacio es desenvolupa sense
cap problema en un cas i altre, 1’as d’esferes és preferible al de fils perqué tant la seva

addicio com I’eliminacié en el desgorjament es veuen facilitades.

En comparaci6 amb 1'us de llevats lliures, no s’han trobat diferéncies
significatives en 1’efecte sobre els canvis en la composicié quimica del vi durant la
crianga. L’alliberament d’aminoacids lliures durant I’autolisi dels llevats, per exemple,
no es veu modificat. Parametres com la concentraci6 d’etanol, pH, acidesa total, acidesa
volatil, sucres reductors i acetat d’etil, no en resulten tampoc alterats. Unicament s’ha
observat un petit increment en la concentracié d’aldehids, metanol i de tres alcohols
superiors, en els vins fermentats amb llevats immobilitzats. La concentracido de

compostos fenolics totals, després de 15 mesos de contacte, és practicament la mateixa.
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D’altra banda, 1’analisi sensorial dels vins escumosos obtinguts amb un i altre sistema

no ha revelat tampoc diferéncies aromatiques ni gustatives.

Es veu, doncs, que la utilitzacio de llevats immobilitzats en una doble capa
d’esferes d’alginats pot realitzar-se a escala industrial i comercial. A més de la
simplificacio de les operacions de remogut i desgorjament, el volum final de posits esta

perfectament controlat ja que es correspon amb el volum d’esferes afegides.

De totes maneres, cal tenir en compte uns quants aspectes. Com que el contacte
entre els llevats i els sucres de fermentacido no ¢s immediat ni homogeni (els llevats
estan en el fons de la botella, atrapats dins les esferes), es planteja la possible necessitat
d’haver de filtrar préviament els vins de forma esterilitzant per a que la fermentacié no
sigui iniciada per altres microorganismes lliures en suspensid. Aquesta filtracio,
naturalment, podra repercutir negativament en les propietats de I’escuma. D’alta banda,
I’abséncia d’adjuvants de tiratge (no son necessaris ja que no hi ha problemes
d’adheréncia al vidre) pot ser favorable per a les propietats escumants. Hi ha, doncs, dos
efectes contraris que cal ponderar. Les esferes han de ser suficientment resistents com
per a no trencar-se (per exemple, durant el creixement dels llevats) ja que en cas de fer-
ho es formaria un precipitat polsegds de dificil eliminacio. L’autolisi, en principi, no té
per qué veure’s afectada ja que la permeabilitat de les esferes sembla suficient per a no

interferir en la cessio, al medi, dels productes d’autolisi.

En qualsevol cas, els avengos actuals en 1’Gs d’adjuvants de tiratge han permes, a
més de la mecanitzaci6 industrial, que el remogut pugui realitzar-se només en qliestio de
dies, 1 en certs casos molt particulars, inicament en unes poques hores. La mecanitzacio
ha contribuit també a una major economitzaci6 d’espai a la cava, ja que en no ser
necessaris els pupitres per a la realitzacid del remogut es pot aprofitar millor aquesta
superficie. Aquest fet, juntament amb el menor cost economic dels adjuvants de tiratge,

han fet que la féormula dels llevats immobilitzats hagi quedat, gairebé, com a anecddtica.
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6. Métodes de determinacid, fraccionament i caracteritzacio dels col-loides del vi

El que defineix I’estat col-loidal és el tamany dels compostos presents en un
sistema (Feuillat, 1987). Aixi, son considerats col-loides les macromolécules i les
particules el tamany de les quals estd comprés entre 10 i 10° m. Entre els distints
col-loides macromoleculars que poden trobar-se en els mostos i els vins estan els
polisacarids i les proteines d’origen vegetal, les manoproteines alliberades pels llevats,
els glucans d’origen fungic (raim afectat per Botrytis cinerea) i els polisacarids d’origen
bacteria. Les particules col-loidals, de major tamany, estan formades per agregats de
compostos fendlics, cristalls de sals tartariques, enterboliments proteics, trencaments

metal-lics en procés de formacio, etc.

El vi és una matriu complexa en la que s’hi troben una gran diversitat de
substancies. A més, per a una mateixa familia de compostos, la varietat en la
composicié de les diferents molécules que la conformen pot arribar a ser també molt
gran. Per aquest motiu, I’analisi directa de moltes de les substancies no és possible i
s’ha de recorrer a métodes d’aillament i concentracid de manera que les interferéncies

de la matriu siguin minimes o gairebé¢ inexistents.

Alguns dels métodes d’aillament son la precipitacio i la centrifugacid (addicio,
al vi, d’un agent precipitant i separaci6 per centrifugacio). Com a agent precipitant s’ha
utilitzat, sobretot, l’etanol, perd també altres substancies com el sulfat amonic,
I’acetona, I’acid tricloroacétic i 1’acid percloric (Canals, 1997). Presenten 1’inconvenient
de la possible desnaturalitzacié de les molécules que es volen estudiar, a més de ser poc
selectius 1 poder adsorbir compostos de baixa massa molecular, principalment
polifenols, que interfereixen en I’analisi (Waters et al., 1995). Com a exemple, si
s’adiciona alcohol pur a un vi que ha estat clarificat préviament, s’observa 1’aparici6
d’un enterboliment i la posterior sedimentacié d’aquest, en forma d’un precipitat més o
menys blanc (Villetaz, 1990). L’alcohol afegit ha provocat la insolubilitzacié d’alguns
col-loides, entre els que s’hi troben pectines, polisacarids neutres, proteines i polifenols.
El seu pes molecular és generalment elevat, de I"ordre de 10* a 10° Da. Una precipitacio
fraccionada amb alcohol, permetria, doncs, la determinacié de la concentracidé de

diferents macromolécules en estat col-loidal (Usseglio-Tomasset, 1989).

Altres metodes d’aillament son la dialisi, usada principalment amb finalitat
preparativa; permet la separacié de les substancies de baixa massa molecular, en funcid
del tamany de porus de membrana escollit. Hi ha una diluci6 de la mostra, i s’haura de

concentrar posteriorment mitjancant un altre meétode. La filtracid per gel, o
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cromatografia d’exclusi6 molecular, permet separar els compostos de tamany superior
al volum d’exclusi6 del gel de la resta de substancies del vi. Finalment, la ultrafiltracio
€s una técnica que separa també en funcio de la massa molecular dels components de la
mostra. En vins permet, per exemple, concentrar la fraccidé col-loidal per tal de

caracteritzar-la posteriorment (Pellerin et al., 1994).

El present treball se centra en I’estudi dels col-loides macromoleculars, i més
concretament al de proteines i glicoproteines. Per la seva propia naturalesa, tenen un
paper destacat en I’adsorcio a la interfase de les bombolles i en la seva estabilitzacid, en
els vins escumosos. Per tant, son un factor molt important a considerar de cara al
comportament escumant del vi. A més, s’ha vist en els capitols anteriors que 1’us de
clarificants altera, principalment, la concentracié proteica del vi (eliminacid de les
proteines que podrien donar lloc a ’aparici6é d’enterboliments), i que tant la dosi com el
tipus de clarificant utilitzat modifiquen de forma diferent les caracteristiques 1 el

comportament de 1’escuma.

En relaci¢ als polisacarids dels mostos i els vins, només dir que existeixen
diferents metodologies per a la seva determinaci6 i caracteritzaci6. La concentracio de
polisacarids sol determinar-se per mesura de I’index de refraccié (Dubourdieu et al.,
1986). Altres metodes estan basats en técniques colorimétriques (Dubois et al., 1956).
Les mesures espectrofotométriques permeten, a més de la determinacié de la
concentraci6 total de polisacarids, diferenciar les fraccions neutra (procedent tant del
raim com dels llevats) i acidofila (inicament del raim). També, amb les técniques de
cromatografia liquida (exclusi6 molecular, intercanvi ionic) i de gasos han pogut
estudiar-se els diferents tipus de polisacarids. Lopez-Barajas et al. (1998) proposen 1'is
de la HPLC d’exclusié molecular, prévia precipitacid, per a la caracteritzacié de la

fracci6 polisacarida en mostos i vins.

D’entre els distints additius i adjuvants utilisats en la industria enologica, només
la goma arabiga és de naturalesa polisacarida. S’utilitza per a estabilitzar la matéria
colorant del vi, gracies a la seva acci6 com a col-loide protector, i esta formada per una

mescla d’arabinogalactans i arabinogalactanoproteines.

A continuaci6 es parlara dels diferents metodes utilitzats per a la determinacio i

caracteritzacio de les proteines i glicoproteines del vi.
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6.1. Quantificaci6 de la proteina total en mostos i vins

Existeixen diferents métodes per a la determinacidé de proteines, procedents tots
ells d’altres camps de coneixement diferents de I’enologia. L aplicacié en mostos i vins
presenta diferents problemes, principalment a causa de la preséncia d’altres compostos
macromoleculars en solucié. A més, es t& també la gran polidispersitat de masses
moleculars que presenten les proteines del vi, i les interaccions amb altres substancies
com ara els compostos fenolics (Somers et Ziemelis, 1973; Flanzy, 1998). Les
substancies nitrogenades d’inferior massa molecular s6n una altra font d’interferéncia.
Per aquest motiu, en molts dels métodes hi sol haver un pas previ de purificacié de la

mostra i eliminacid de la matriu interferent (Correa et Polo, 1991).

En funcié del métode utilitzat per a la determinacié de la concentraci6 proteica
d’un vi o un most, els valors que es poden trobar a la bibliografia sén molt dispars
(Canals, 1997). Aix0 fa que les comparacions entre els valors donats per uns autors o

uns altres siguin dificils.

Tot seguit es descriuen els metodes més utilitzats en la industria enologica per a

la determinacio6 de proteines.

6.1.1. Nitrogen total pel métode de Kjeldahl

Es fa per mineralitzaci6 de la mostra amb acid sulfiric en preséncia d’un
catalitzador de seleni o mercuri. A continuacié s’ajusta el pH fins a neutralitat i es
destil-la, recollint I’amoniac sobre acid boric o acid sulftric, en forma de sal amonica.
En el cas de I’acid boric es valora amb acid clorhidric en preséncia de vermell de metil,
i si es recull sobre acid sulftric es valora I’excés d’acid amb hidroxid sodic i vermell de
fenol com a indicador. La preséncia en el vi d’altres substancies nitrogenades
(vitamines, sals amoniacals, aminoacids, oligopéptids, amines i nitrats) fa que hi hagi
una sobreestimacié de la concentracio real de proteines. Alguns autors proposen aillar la
fraccio proteica i1 realitzar la determinacid del nitrogen total sobre aquesta fraccid
(Somers i Ziemelis, 1973). Tot i la precisié del métode, el principal defecte és la seva
lentitud.
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6.1.2. Métode de Biuret

Aquest metode es basa en la reacci6 caracteristica del sulfat de coure amb els
enllagos peptidics de les proteines, en medi alcali. La intensitat de la coloracio depén del
nombre d’enllagos peptidics per gram de proteina, perd €s independent de la seva massa
molecular. El maxim d’absorcié es dona a 545 nm. Es fa una sobreestimacio de la
concentracio proteica a causa de la interferéncia dels peptids i de la reaccio del Cu2+
amb els compostos fendlics que, tot i no donar el mateix espectre d’absorcid, influeix en

la lectura de I’analisi.

La purificaci6 prévia de la mostra és imprescindible per a la fiabilitat d’aquest métode
(Correa et Polo, 1991). Una de les modificacions proposada és restar, al valor
d’absorbancia de la mostra junt amb el reactiu, el valor que déna la mateixa mostra
sense el CuSO4. Es troben resultats compresos entre 20 i 260 mg/l per a mostos

procedents de varietats blanques, i de 30 a 275 mg/I en vins blancs.

6.1.3. Métode de Lowry

Es basa en la capacitat dels complexes de coure i proteina per reduir el reactiu de
Folin Ciocalteu. El mateix autor (Lowry et al., 1951) cita la interferéncia dels
compostos fenolics (de fet, la mesura de la seva concentracid pot determinar-se també
amb I’index de Folin). Una variaci6 del métode consisteix en corregir el valor de
I’analisi de Lowry (proteines i fenols) amb el valor que s’obté pel reactiu de Folin sense
afegir coure (fenols). Si la concentraci6 de fenols ¢és elevada, s’aconsella primer
precipitar-los i rentar amb etanol al 67%, per tal d’eliminar aquesta interferéncia.
Alguns dels valors recollits per Canals (1997) sén: 500 mg/l en vins model, amb
concentracions molt menors després d’una dialisi, atribuint la variacio als petits peptids
(Baily i Berg, 1967); en vins portuguesos es troben valors entre 285 1 502 mg/l, prévia
separacio dels col-loides per exclusid molecular en un gel Sephadex G-25 (Dorrestein et
al., 1995). Aquests valors tan alts podrien explicar-se a causa de 1’adsorcié de polifenols
(Correa et Polo, 1991; Waters et al., 1995).

6.1.4. Espectres d’absorcié UV

Donada la gran varietat de compostos presents en el vi, no és possible la
determinacid directa de les proteines mitjangant la lectura de 1’absorbancia a 280 nm,

longitud d’ona tipica en la deteccié d’aquestes. No obstant, alguns autors utilitzen la



96

lectura a 280 nm del pic que apareix en el volum d’exclusié d’una columna amb
rebliment de Sephadex G-25 (Somers et Ziemelis, 1973). Aquest métode esta basat en la
baixa contribuci6 dels compostos fenolics en 1’espectre ultraviolat dels vins blancs. La
quantificacid es fa a partir d’un calibrat previ amb albumina de sérum bovi (BSA), i les

concentracions de proteina trobades en vins varien entre 50 i 840 mg/l.

Dubourdieu et al. (1986) fan una variacid del metode original utilitzant
tecniques de cromatografia liquida d’alta eficacia d’exclusié molecular, amb dues
columnes de diferent tall muntades en serie. La concentracié de proteina es fa per
mesura de 1’absorcié a 225 nm, a partir també d’un calibrat amb BSA. Troben valors
compresos entre 346 mg/l per a un vi blanc en rama i de 29 mg/1 per a un vi estabilitzat.
Amb els métodes espectrofotométrics de lectura directa, els valors de concentraci6 de
proteina solen ser bastant elevats, segurament per la interferéncia d’altres compostos

com ara polisacarids (Correa et Polo, 1991).

6.1.5. Métode de Bradford

El métode proposat per Bradford (1976) és actualment el més utilitzat en
enologia per a la determinaci6 directa de proteines, tant per la seva rapidesa com per la
reproducibilitat. S’utilitza el colorant blau brillant de Coomassie (BBC) G-250, el qual
s’uneix a la proteina formant un complex de color blau amb un maxim d’absorci6 a 595
nm. Usat directament sobre la mostra, Hsu et Heatherbell (1987) troben valors de 58 mg
BSA/l en mostos i de 29 mg BSA/I en vins.

La velocitat de formacio del complex proteina-BBC G-250 en vins és més lenta
que en altres tipus de mostres, com a conseqiiéncia de la uni6 del grups carregats de les
proteines amb els compostos fenolics (Murphey et al., 1989). Segons aquests autors,
donada la complexitat de la interaccio, el temps optim de reaccio depen del tipus de vi, i
recomanen un temps minim d’incubacié de 55 minuts, a temperatura ambient. Hi ha
autors que proposen una separacio previa de les proteines en una columna de Sephadex
G-25 (Brenna et De Vecchi, 1990), i a més observen que el temps de reaccié no
influeix, ja que 1’absorbancia gairebé no canvia entre 10 i 80 minuts, mentre que la
lectura de I’espectrofotometre augmenta amb la relacid volumétrica entre la mostra i el

reactiu.

En mostos de diferents zones d’Espanya, Gonzalez-Lara et al. (1989) troben

concentracions entre 15 i 45 mg BSA/I, utilitzant el métode de Bradford. En varietats
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viniferes de la regi6 del Cava per a 1’elaboracié d’escumosos, Pueyo et al., (1993)

troben concentracions d’entre 20 i 50 mg/l en mostos i entre 6 i 16 mg/1 en vins.

En un estudi sobre les interferéncies que afecten aquest métode, es veu que hi ha
una gran quantitat de substancies que no es corresponen amb proteines (ja que
atravessen les membranes d’ultrafiltracié amb tall de 10 kDa) i que reaccionen amb el
BBC, en una proporcio que pot variar del 30 al 90% del valor inicial (Marchal et al.,
1997). Entre els més importants hi trobam I’etanol i els compostos fenolics. La
inteferéncia no és additiva. A més, 1’as de bentonita o de carbd actiu com a tractament
desproteinitzant presenta un efecte diferent en la mesura de la relacid Asyonm/Asosnm, que
proporciona I’estimacié d’equivalents de BSA. Els autors proposen una variacio del
metode, realitzant les mesures de la absorbancia a 595nm abans i després d’ultrafiltrar el
vi (3110 kDa de tamany de tall molecular).

En una comparacié entre el métode de Bradford i el de Lowry en una mateixa
mostra de vi, prévia precipitacid6 amb etanol, es troben valors compresos entre 13 i 42
mg/L per a la concentraci6 de proteines segons el primer métode, i entre 47 1 278 mg/L

pel segon metode. Es veu, per tant, que la comparacio no és possible.

6.1.6. Altres méetodes

S’ha proposat la determinaci6 de la quantitat total de proteina a partir dels
aminoacids constituients, separats i quantificats per cromatografia liquida d’alta
eficacia, prévia hidrolisi acida (Yokotsuka et al., 1977). S’utilitza la reaccié amb la
ninhidrina o amb 1-fluoro-2,4-dinitrobenzé (DNFB). La deteccid pot fer-se per
fluorescéncia, una vegada obtinguts els corresponents derivats fluorescents de cada

aminoacid.

Waters et al. (1991) comparen les concentracions obtingudes amb el métode de
Bradford i les obtingudes per suma dels aminoacids. Constaten una baixa reactivitat de
les diferents fraccions proteiques del vi (separades per precipitacié6 amb sulfat d’amoni)
amb el blau brillant de Coomassie G-250, respecte del mateix calcul de la concentracio
a partir de la suma dels aminoacids. Les dades de 1’analisi de Bradford varien entre un
20% i un 50% respecte del valor calculat per la suma d’aminoacids, en funcio de la
fracci6 proteica considerada.

En qualsevol cas, el métode de Bradford continua essent el metode

majoritariament utilitzat pels investigadors en la determinacié de la concentracid
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proteica del vi. Alguns autors introdueixen alguna modificacié per tal d’eliminar la
interferéncia d’altres substancies. La falta de consens, pero, en la consideraci6é d’un tnic
metode de referéncia per part de la comunitat cientifica per a la determinacié de les
proteines del vi fa que les comparacions no siguin possibles 1 que els resultats obtinguts
per uns i altres s’hagin d’interpretar amb molta precaucié a I’hora d’extreure’n

conclusions.

6.1.7. Resum de quantificacio de diferents autors

Com a mostra de la gran variabilitat en la determinacié de la concentracio de
proteines en vins i mostos, a la taula 3 (Canals, 1997) es reflecteixen alguns dels valors
obtinguts per a diferents varietats viniferes i la metodologia emprada per cada autor. Les
concentracions estan expressades en mg/l, utilitzant albumina de sérum bovi com a

estandard en el cas de les mesures fetes amb corbes de calibrat.

Varietat vinifera most vi Referéncia Metodologia
Chardonnay 85-100 108 Feuillat i col., 1995 Bradford
2-6 Brissonnet i Maujean, 1991 | dialisi+Bradford modificat
89-105 Bayly i Berg, 1967 dialisi+Biuret modificat
52 Lubbers i col., 1995 ultrafiltracio+Lowry
8 Malvy i col., 1994 Bradford
7 Marchal i col., 1996 Bradford
Sauvignon 9 Anelli, 1977 dessalat+Kjeldahl
27 Hsu i Heatherbell, 1987a Bradford
80 72 Bayly i Berg, 1967 dialisi+Biuret modificat
79 Feuillat i col., 1995 Bradford
Sémillon 11 Anelli, 1977 dessalat+Kjeldahl
55 30 Bayly i Berg, 1967 dialisi+Biuret modificat
Riesling 2 Yokotsuka i col., 1977 TCA+ negre amido 10A
9 Anelli, 1977 dessalat+Kjeldahl
40 Yokotsuka i col., 1978 suma aminoacids
39-49 28-34 Hsu i col., 1987 Bradford
68-110 39-80 Murphey i col., 1989b Bradford
30 Flores i col., 1990 Bradford
28-36 Hsu i Heatherbell, 1987b Bradford
Gewlirztraminer 77 41 Hsu i Heatherbell, 1987a Bradford
44-59 Hsu 1 Heatherbell, 1987b Bradford
54-62 Hsu i col., 1987 Bradford
69-118 65-100 Murphey i col., 1989b Bradford
52-60 Flores i col., 1990 Bradford
260 Dawes i col., 1994 Bradford modificat
Garnatxa 1-2 Correa i col., 1988 Dialisi+Bradford
15-19 Gonzalez-Lara i col., 1989 Bradford
Ull de llebre 3 Correa i col., 1988 Dialisi+Bradford
10-27 Gonzalez-Lara i col., 1989 Bradford
Airen 1-5 Correa i col., 1988 Dialisi+Bradford
15-28 Gonzalez-Lara i col., 1989 Bradford
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Varietat vinifera most vi Referéncia Metodologia
Macabeu 3 Correa i col., 1988 Dialisi+Bradford
21 Gonzalez-Lara i col., 1989 Bradford
23-38 7-13 Pueyo i col., 1993 Bradford
Xarel‘lo 3-4 Correa i col., 1988 Dialisi+Bradford
41-50 14-16 Pueyo i col., 1993 Bradford
Parellada 20-42 6-7 Pueyo i col., 1993 Bradford
Malvar 50 31-45 Pueyo i col., 1993 Bradford
Zalema 26 Gonzalez-Lara i col., 1989 Bradford
Pedro ximenez 45 Gonzalez-Lara i col., 1989 Bradford
Cabernet sauvignon | 22-30 Gonzalez-Lara i col., 1989 | Bradford
70 Yokotsuka i col., 1994 dialisi+microkjeldahl
Merlot 45 Gonzalez-Lara i col., 1989 Bradford
48 Yokotsuka i col., 1994 dialisi+microkjeldahl
Pinot noir 77 Yokotsuka i col., 1994 dialisi+microkjeldahl
Pinot blanc 95 Bayly i Berg, 1967 dialisi+Biuret modificat
Sylvaner 90 70 Bayly i Berg, 1967 dialisi+Biuret modificat
20 Hsu 1 Heatherbell, 1987b Bradford
Muscat Bayle A 44-57 Yokotsuka i col., 1994 dialisi+microkjeldahl
Arinto 287 Dorrestein i col., 1995 desalatge+Lowry
Bical 422 Dorrestein i col., 1995 desalatge+Lowry
Fernao pires 503 Dorrestein i col., 1995 desalatge+Lowry
Vital 285 Dorrestein i col., 1995 desalatge+Lowry
Colombard 90 Bayly i Berg, 1967 dialisi+Biuret modificat
Muscat:
Moscatel 40-41 Gonzalez-Lara i col., 1989 Bradford
Higgins 33 Lamikanra, 1987 ninhidrina
Carlos 79 14 Lamikanra i Inyang, 1988 ninhidrina
Canelli 80 72 Bayly i Berg, 1967 dialisi+Biuret modificat
Welder 133 30 Lamikanra i Inyang, 1988 ninhidrina
d’Alexandrie 113 Waters i col., 1992 Bradford modificat
260 233 Bayly i Berg, 1967 dialisi+Biuret modificat
269 Somers i Ziemelis, 1973 dessalat+UV 280 nm

Taula 3 - Concentracid de proteina en vins i mostos procedents de diferents varietats viniferes, en funcio
de la metodologia emprada per cada autor. Les concentracions estan expressades en mg/l de
BSA en el cas de les mesures fetes amb corbes de calibrat. (font: Canals, 1997)

6.2. Metodes utilitzats per a la separacio 1 caracteritzacid de proteines en mostos 1 vins

Les propietats fisico-quimiques que permeten separar substancies com les
proteines /o polipeptids son la massa, la carrega i, en menys mesura, la hidrofobicitat.
També poden utilitzar-se certs tipus d’interaccions especifiques amb una part de la
proteina, com en el cas de les manoproteines. L’anfoteritat de les proteines fa que la
seva carrega pugui variar en funcio del pH del medi on es troben, la qual cosa permet

separar-les tamb¢ en funcio del seu punt isoeleéctric.

La separacido 1 caracteritzacid6 de les proteines en enologia s’ha realitzat,
principalment, amb dos tipus de técniques: les de cromatografia liquida i1 les

d’electroforesi.
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Les técniques de cromatografia liquida es poden classificar en funcio de la pressid
de treball. En columna oberta s’elueix a pressio atmosférica. En la cromatografia liquida
de baixa pressio (FPLC), les pressions de treball son d’entre 10 i 15 bar, i és de gran
utilitat per a la separaci6 de macromolécules. En la cromatografia liquida d’alta pressio
(HPLC), les pressions de treball van de 100 a 150 bar.

Les tecniques electroforétiques es caracteritzen per fraccionar la mostra
mitjancant 1’aplicacio d’un camp eléctric. Es divideixen en dos grups, en funci6 del
suport utilitzat. Els gels de poliacrilamida s6n molt utils per la diversitat de tall de porus
que es pot aconseguir en funcid dels percentatges d’acrilamida i bisacrilamida utilitzats
en la seva fabricacio. El tamany de porus suposa un impediment estéric en la separacio
de les proteines respecte de la seva mobilitat electroforética. Es parla d’electroforesi
nadiua (PAGE) quan aquesta mobilitat vé donada per la relaci6 carrega-massa de la
proteina: a més carrega més mobilitat, i a més massa més impediment estéric i, per tant,
menys mobilitat. Si s’addicionen substancies desnaturalitzants com el dodecilsulfat de
sodi (SDS), que provoquen un augment de la carrega de la proteina, proporcional a la
seva massa molecular, la mobilitat Gnicament depén d’aquesta massa, i es parla
d’electroforesi en gels de poliacrilamida en condicions desnaturalitzants (SDS-PAGE).
També es poden afegir tampons que provoquin un gradient de pH a través del gel, de
manera que les proteines perden la seva mobilitat quan arriben a la zona on el pH és
igual al seu punt isoeléctric. Aquesta técnica s’anomena isoelectroforesi o també

isoelectroenfocament.

La técnica electroforética més moderna per a caracteritzar les proteines del vi €s
I’electroforesi capil-lar, en la que la separacio es dona dins un tub capil-lar de silice fosa,
I’interior del qual pot modificar-se amb 1’us de distints rebliments, en funci6 del tipus

de separacid que es vol realitzar.

6.2.1. Cromatografia liquida de proteines (FPLC)

La cromatografia liquida de proteines €s una optimitzacié de la cromatografia
liquida en columna oberta (Canals et al., 1997), en la que es treballa a pressions de 10 a
15 bar. Per aquest motiu, els gels han de ser més rigids, perd s’aconsegueix una millor
resolucio i rapidesa de separaci6. Aquesta técnica presenta dos grans avantatges: poder
disposar d’una gran varietat de medis de separacid, i el seu caracter tant preparatiu com
analitic, que permet utilitzar-la en molts casos com a teécnica prévia per a una total

caracteritzacio de la mostra. Algunes de les aplicacions possibles son la cromatografia
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d’exclusié molecular, la de bescanvi i0nic 1 la d’afinitat, la separacid en fase reversa i la

cromatografia d’interaccié hidrofobica.

6.2.1.1. Filtracio per gel o exclusido molecular

Els gels d’exclusi6 molecular permeten separar les macromolécules en funci6 de
la seva massa molecular (Dale et Young, 1992). En I’estudi de proteines presenta varies
aplicacions: purificacié de la mostra, determinacié de masses moleculars i I’estudi de
distribucions de masses moleculars. La primera aplicacié té un caracter totalment
preparatiu, ja sigui per determinar la concentraci6 total de proteina o per permerte el

fraccionament posterior de la mostra.

6.2.1.2. Bescanvi i0nic

Hi ha dos tipus de matrius en funci6 de que es treballi amb cromatografia de
bescanvi cationic (la matriu presenta carrega negativa, intercanvi de cations) o amb
cromatografia de bescanvi anionic (carrega positiva, intercanvi d’anions). A la taula 4 es

poden veure els grups carregats més habituals.

bescanvi cationic grup funcional

Carboximetil (CM-) -OCH,COO"

Fosfo -PO4H,"

Sulfopropil (SP-) -CH,CH,CH,SO5"
bescanvi anionic

Aminoetil (AE-) -OCH,CH,NH;"
Dietilaminoetil (DEAE-) ~ -OCH,CH,N H(CH,CHj),

Quaternari aminoetil (QAE-) -OCH2CH2N+(C2H5)2CH2CH(OH)CH3

Taula 4 - Grups carregats més habituals en bescanvi ionic

El fet que les proteines siguin unes substancies anfoteres permet que es puguin
usar els dos tipus de bescanvi ionic per a la seva separacio, tot ajustant el pH de treball.
Pot utilitzar-se com a técnica preparativa o analitica.

A partir d’'una fraccid separada préviament per FPLC d’exclusié molecular,
Canals et al. (1996) han usat la cromatografia de bescanvi cationic per a separar les
diferents proteines d’aquesta fraccid (a 1’electroforesi en gels de poliacrilamida

apareixia com a una Unica banda gruixuda), a més de poder establir diferéncies varietals
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a partir del seu perfil. Es pot seguir, també, 1’evoluci6 de la concentraci6 de proteines en
el transcurs de la vinificacio, el que permet veure que son les proteines amb més carrega
les que s’eliminen primer, resultat logic si es té en compte que la interaccid6 amb la

bentonita és electrostatica, i per tant seran més reactives.

D’altra banda, Luguera et al. (1998) han fet us del bescanvi anionic per a
I’estudi de les proteines d’un vi escumods. L’han utilitzat també com a tecnica
preparativa per a la caracteritzacié posterior per isoelectroenfocament i per electroforesi
capil-lar. De les diferents fraccions separades, la majoria corresponen a proteines, pero
algunes semblen estar formades per compostos fenolics. Al llarg de ’elaboracié del vi
observen una disminucié de la concentracid de proteines, preferentment les que
presenten una menor afinitat pels grups carregats de la columna, o sigui, les que
presenten una menor carrega negativa neta, resultats que concorden amb els trobats
anteriorment per Canals et al. (1996). No observen canvis en els perfils proteics dels

vins escumosos durant la crianga en contacte amb els llevats.

6.2.1.3. Altres rebliments

L’isoelectroenfocament en columna o cromatoenfocament també ha donat bons
resultats en 1’analisi de vins i mostos (Anelli, 1977; Marchal et al., 1996). Consisteix en
una resina que presenta carregues positives i negatives en la qual, a un pH inicial, s hi
uneixen totes les proteines; mitjangant I’aplicacié d’un gradient de pH cada proteina se

separa en funci6 del seu pl.

La cromatografia d’afinitat s’ha emprat en la separacié de glicoproteines. Amb
I’6s d’un lligand especific es pot retenir una molecula o familia de molécules. Per a les
glicoproteines s’utilitza una lectina, la concanavalina A, que té afinitat per les molécules
que contenen a-D-manosa, a-D-glucosa o altres molécules d’estructura similar, amb
grups hidroxil en C3, C4 i C5 estéricament possibles. Aquesta aplicacié ha estat usada
en la separacid de manoproteines (Waters et al., 1993, 1994; Moine-Ledoux et al.,
1997).

6.2.2. Electroforesi en gels de poliacrilamida

Les teécniques d’electroforesi son les que més dades han aportat sobre les

caracteristiques de les proteines presents en mostos 1 vins. Una bona resoluci6 depén de
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diferents parametres experimentals: el suport utilitzat, el sistema de tampons i la
intensitat del camp eléctric que provoca la migracié de les proteines. Alguns suports
usats son: el paper, els gels d’agarosa i, especialment, els gels de poliacrilamida gracies
a I’avantatge que presenta el fet de poder controlar a voluntat el diametre de porus del
gel, en funci6 de la concentracidé d’acrilamida i bis-acrilamida utilitzades en la seva
fabricaci6. Una vegada separades, la deteccio de les proteines pot fer-se amb distints
tipus de tincions (Blau Brillant de Coomassie, nitrat de plata, acid periddic i reactiu de
Schiff) o per transferéncia a membranes de nitrocel-lulosa i posteriors reaccions sobre

aquesta.

Els tres tipus d’electroforesi més usats en la separacio6 de les proteines del vi son:

1- Electroforesi nadiua (PAGE). La separacié es fa en funcié de la relacio
carrega-massa (Correa et al., 1988); les proteines amb més mobilitat seran les de petit
tamany 1 carrega elevada. No provoca la desnaturalitzacio de les proteines perd no
aporta massa informacid, ja que presenten la mateixa mobilitat electroforética una
proteina de baixa massa molecular poc carregada o una d’alta massa molecular i elevada

densitat de carrega.

2- Electroforesi amb agents desnaturalitzants (SDS-PAGE). S’afegeix un agent
desnaturalitzant que s’uneix a les proteines de forma proporcional al seu tamany. El
desnaturalitzant més utilitzat és el dodecilsulfat de sodi o SDS (Waters et al., 1994;
Canals et al., 1996). Si es treballa a baixa temperatura (4°C) ¢€s preferible la sal de liti
(LDS) gracies a la seva major solubilitat (Hsu et Heatherbell, 1987). No és utilitzatble
com a técnica preparativa ja que provoca la desnaturalitzacié de la mostra. El fet que les
proteines presentin una major o menor carrega en funcidé del seu tamany (la relacid
carrega/massa €s la mateixa en totes elles) fa que la separaci6é es doni Uinicament per
criteris esterics. En la separacid d’una mescla de proteines és de gran importancia el

diametre de porus elegit per al gel, i és possible 1’s de gels amb gradients de porositat.

3- Isoelectroenfocament en gels de poliacrilamida (IEF-PAGE). La separaci6 es
fa en funcid del punt isoeléctric de les molécules (Brissonet et Maujean, 1993).
S’acondiciona el gel amb un gradient de pH, utilitzant una barreja de diferents anfolits.
Les proteines de la mostra migren per accié del camp eléctric aplicat fins que la seva
carrega neta s’anul-la, quan el pH es correspon amb el seu pl. L’isoelectroenfocament
dona informacié sobre el caracter acid o basic de les proteines d’una mostra. Pot
combinar-se amb la SDS-PAGE per tal d’obtenir informaci6é sobre el pl i la massa

molecular de les proteines (electroforesi bidimensional).
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Una vegada separades les proteines, cal revelar el gel per poder veure les
diferents bandes. Dels distints tipus de tincions, les més utilitzades son: la del blau
brillant de Coomassie, més assequible; la de nitrat de plata, més sensible; i la de 1’acid

periodic-Schiff, que és exclusiva per a glicoproteines (Waters et al., 1993).

Una série de treballs que han marcat la caracteritzacié de proteines en vins i
mostos han estat els de Hsu et Heatherbell (1987). Aquests autors separen proteines
procedents del raim, del most i del vi usant les técniques de LDS-PAGE i IEF-PAGE
bidimensional, seguides de tincié amb nitrat de plata i deteccid de glicoproteines
mitjancant una transferéncia a membranes de nitrocel-lulosa i reaccié amb lectines. En
la separaci6 per punt isoeléctric observen un predomini de les proteines acides, amb pl
compres entre 4 1 6. Waters et al. (1990;1995) utilitzen de forma preparativa la HPLC
d’exclusié molecular i la cromatografia liquida de bescanvi anionic per a posteriorment

separar les proteines per SDS-PAGE, visualitzades amb nitrat de plata..

La SDS-PAGE i tinci6 amb nitrat de plata s’ha utilitzat també en la
caracteritzacio de vins base per a champagne (Brissonet et Maujean, 1993). S’observen
bandes entre 9.6 i 60 kDa, la majoria d’elles entre 20 i 30 kDa. En la separacié per IEF-
PAGE s’obtenen, a més, bandes entre 3.5 i 7.6 kDa. Marchal et al. (1996), mitjangant
tinci6 amb acid periodic-Schiff i cromatografia d’afinitat, comproven que varies de les
fraccions separades contenen una part glicidica i que algunes d’elles procedeixen del

propi raim ja que es troben també en 1’analisi del most.

Les glicoproteines han estat estudiades també en vins negres japonesos
(Yokotsuka et al., 1994). Si es compara el percentatge de proteina de cada banda del gel
amb el que s’obté per suma dels aminoacids, es troba una incorcondancia. S’explica per
la diferent reaccié de cada una d’elles amb el blau brillant de Coomassie. En aquest
sentit, Waters et al. (1994) aillen una manoproteina d’elevada massa molecular d’un vi
negre per SDS-PAGE, la qual no es tenyeix amb blau brillant de Coomassie pero si amb

acid periodic-Schiff.

En la separaci6 de proteines de mostos de diferents varietats viniferes, Correa et
al. (1988) veuen que algunes de les bandes son revelades inicament pel nitrat de plata i
d’altres només pel blau brillant de Coomassie, tot i que el nombre de bandes és similar
per PAGE i per SDS-PAGE, amb els dos tipus de tinci6. En mostos de varietats propies
dels vins base per a cava, diferents autors troben lleugeres diferéncies en la distribucio
de masses moleculars i dels punts isoeléctrics de les proteines separades per PAGE i
SDS-PAGE, per a anyades distintes, (Correa-Gorospe et al., 1991; Pueyo et al., 1993).
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Canals et al., (1996), en un estudi dels mostos i vins base per a cava procedents
de les varietats blanques macabeu, xarel-lo, parellada, chardonnay i pinot noir, troben
per SDS-PAGE dues bandes corresponents a masses moleculars de 20-30 kDa i1 60 kDa.
En I’analisi per FPLC d’exclusié molecular de les mateixes mostres es veuen 4 pics ben
definits. Com que han pogut col-lectar-se les fraccions corresponents a cada un dels
quatre pics, una vegada liofilitzats i separats de forma independent per SDS-PAGE,
comproven que la fraccid 2 es correspon amb la banda de 60 kDa i la fraccio 3 amb la
de 20-30 kDa. Aquestes dues fraccions es tornen a liofilitzar i resuspendre per analitzar-
les posteriorment per FPLC d’intercanvi cationic. Per a la fraccio 2 s’observa un tnic
pic, el que fa pensar que es tracta d’una Unica proteina, mentre que per a la fraccio 3
s’obté un nombre variable de pics en funcio6 de la varietat vinifera considerada. L’analisi
per SDS-PAGE de cada un dels pics col-lectats novament dona lloc a un conjunt de
bandes electroforétiques perfectament definides, el que indica que aquesta fraccid de
20-30 kDa correspon en realitat a un conjunt de proteines de massa molecular similar

pero de diferent carrega eléctrica.

6.2.3. Electroforesi capil-lar

L’electroforesi capil-lar es pot utilitzar per a separar distints tipus de substancies,
com ara peéptids, proteines, acids organics, compostos fenolics, etc (Dizy et Bisson,
1999). Presenta els avantatges, en relacio a altres técniques analitiques, de necessitar un
volum de mostra i de reactius molt petit (de 5 a 30 microlitres, amb un volum efectiu
d’injecci6é compres entre 5 1 50 nanolitres). En comparacié amb les formes tradicionals
d’electroforesi, els temps d’analisi poden ser molt inferiors: en funcié de la longitud del
capil-lar, el voltatge aplicat i la mobilitat dels components de la mostra, es possible

efectuar una separacié en tan sols uns minuts.

Existeixen diferents modalitats d’electroforesi capil-lar, perd en totes elles
s’utilitza un capil-lar de silice fosa, en el que és possible 1’s de rebliments varis segons
el tipus de separacid que es vol realitzar (BECKMAN, 1991). La mostra s’injecta per
presio, buit o per aplicacié de voltatge, i és precisament 1’aplicaci6 d’un voltatge
relativament alt el que provoca la migraci6 diferencial dels components de la mostra
dins el capil-lar. A mesura que passen per la finestra del capil-lar, on es troba el detector
(UV, LIF, matriu de fotodiodes de multiples longituds d’ona, etc), es fa una mesura de
I’absorbancia i es transmet el senyal a un ordinador, enregistrador, integrador o sistema

de dades extern. El senyal es projecta graficament en forma d’electroferograma.
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L’electroforesis capil-lar s’ha utilitzat amb éxit en la separaci6é de proteines de
diferent origen, com ara en mostres de fluids humans, productes agricoles 1 aliments
varis (Dolnik et Hutterer, 2001). A causa, pero, de la novetat d’aquesta técnica, no
existeixen encara gaires treballs aplicats a 1’enologia relacionats amb la separacié de
proteines. A continuaci6 es descriura 1’electroforesi capil-lar de zona, com a principal
tecnica usada en la separacid de proteines en vins, i una breu descripci6 de les altres

modalitats d’electroforesi capil-lar i algunes de les seves aplicacions.

6.2.3.1. Electroforesi capil-lar de zona o lliure

Es la forma més simple d’electroforesi capil-lar. La separacio6 es fa en funcio de
la relaci6 carrega-massa de les substancies que es volen separar. Quan s’aplica un
voltatge a un tub capil-lar de silice fosa, ple d’una soluci6 uniforme d’electrolit, la
separaci6 es doéna com a consequencia de 1’accidé combinada de la migracio
electroforética i del flux electrosmotic (BECKMAN, 1991). Quan la soluci6 d’electrolit
té un pH superior a 1.5, els grups silanol de la superficie interna del capil-lar presenten
carrega negativa, de manera que els cations de 1’electrolit resulten atrets cap a la paret
del capil-lar formant, aixi, una doble capa eléctrica. El flux electrosmotic és el
moviment net de la solucié d’electrolit cap al catode provocat per I’aplicacié d’un
voltatge. A la figura 18 es representa el flux electrosmotic en el capil-lar. Els grups
silanol acids confereixen una carrega negativa a la paret. Els ions de carerga oposada

migren cap al catode, arrastrant amb ells el solvent.

@@@@@@@

@@@@@@@@

1. Anode 2. Catode 3. Paret del capilar carregada (-SlO')

Figura 18 — Representaci6 esquematica de 1’acci6 del flux electrosmotic

Donat que el flux electrosmotic €s generalment d’una magnitud major que la
migraci6 electroforética, tant els analits positius com els negatius migraran cap al
catode. De totes formes, les molécules carregades positivament hi arriben primer, de

manera que la separacié és possible.
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En la separacid d’anions en condicions de zona lliure normals, el flux
electrosmotic de la solucié d’electrolit pot moure’s en direccid oposada a la de la
migracid electroforética. A més, es pot invertir la direccié del flux electrosmotic
canviant la polaritat dels electrodes o bé amb 1’Gs d’additius quimics “actius en
superficie” juntament amb 1’electrolit, el que provoca que s’inverteixi la carrega de la

paret del capil-lar.

El temps necessari per a que les molécules de la mostra arribin al detector depén
de diversos factors: longitud del capil-lar, mobilitat electroforética de les molécules,
I’electrolit utilitzat, 1’as de columnes de pretractament i el voltatge aplicat. Aquest
temps de migracio es veu afectat també pel tamany, forma i carrega de les particules, la
concentraci6 de ’electrolit, el pH de la solucio i el diametre del capil-lar. L’electroforesi
capil-lar zonal és molt til per a separar péptids i1 proteines, ions i petites molécules

carregades. Pot assimilar-se a I’electroforesi nadiua en gels de poliacrilamida (PAGE).

L’electroforesis capil-lar de zona ha estat la técnica utilitzada per a la separacid
de proteines en vins i mostos. Entre els primers treballs hi ha els de Ledoux et
Dubourdieu (1992), que separen les proteines d’un vi blanc de la varietat Sauvignon,
previa dialisi de la mostra. La quantificacio es fa a partir d’una corba de calibrat amb
BSA, i troben un valor de 216 mg/I per a la suma de tots els pics. Els mateixos autors
observen diferéncies en el perfil dels electroferogrames de diferents varietats viniferes

(Sauvignon, Sémillon i Muscadelle).

Les condicions de separaci6 i de preparacié de la mostra afecten de forma molt

significativa els perfils de proteina obtinguts (Oda et Landers, 1994).

Luguera et al. (1997) recorren a la dialisi i posterior liofilitzacid per tal d’aillar 1
concentrar les proteines d’un vi blanc abans d’analitzarles per electroforesi capil-lar de
zona. Troben unes condicions optimes de separacié a pH 8 i un voltatge aplicat de 12
kV. A partir dels electroferogrames obtinguts han pogut fer un seguiment dels perfils
proteics en els distints nivells d’elaboracié d’un vi escumos: most, vi base, presa
d’escuma i crianca en botella. Aixi, han observat que durant aquest procés hi ha
variacions tant en la intensitat com en el nombre de pics (desaparicié d’uns i1 aparicid
d’altres). Els resultats s’han comparat amb els obtinguts per electroforesi nadiua en gels
de poliacrilamida (PAGE) i tinci6 amb blau de Coomassie i nitrat de plata, i s’ha vist
que en alguns casos, tot i ser similars en quant al nombre de bandes o pics observats en

un cas i altre, amb I’electroforesi capil-lar es té una major sensibilitat i resolucio.
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Els perfils proteics de vins de diferents varietats ha estat estudiat usant
I’electroforesi capil-lar de zona, i per a diferents condicions d’analisi (Dizy et Bisson,
1999). En I’analisi directa del vi han comprovat que hi ha substancies de naturalesa no
proteica que també absorbeixen en el rang UV. Per aquest motiu, han fet una separacid
per ultrafiltraci6, de manera que la fraccio rica en proteines pogués analitzar-se sense la
interferéncia de les substancies de menor massa molecular. Els perfils electroforétics de
cada una de les varietats son diferents, i per tant, aquesta técnica pot ser utilitzada per a
diferenciar-les. La naturalesa del tampo¢ utilitzat altera tant la intensitat dels pics com el

seu nombre, de forma que el perfil proteic en resulta igualment alterat.
Tots aquests resultats mostren que 1’electroforesi capil-lar de zona és una técnica

excel-lent per a I’analisi de les proteines del vi ja que proporciona una major informacio,

a més de ser més precisa, en comparacié amb altres teécniques tradicionals d’analisi.

6.2.3.2. Altres modalitats d’electroforesi capil-lar

Electroforesi capil-lar de gel

El rebliment del capillar amb gels de poliacrilamida (o nous polimers més
estables als elevats camps eléctrics aplicats) €s necessari per a la separaci6 en funcié del
tamany molecular de diferents substancies. La composicido del gel determinara el
diametre de tall per a aconseguir la separacid. Els materials més utilitzats son els
formats per polimers reemplacables de forma automatica mitjancant un rentat per

presio.

Presenta algunes diferencies importants respecte de 1’electroforesi capil-lar de
zona lliure: la separacid no depeén del moviment de fluid cap a 1’electrode sind de
I’accié de sedas dels analits carregats que migren cap a la matriu del gel. La velocitat de
migracio es veura afectada per la porositat del gel, el tamany de I’analit, la massa i la
relacié carrega/massa d’aquest, a més de la propia mobilitat electroforética. El voltatge
¢s un factor limitant ja que camps eléctrics superiors a 500V/cm poden causar una
degradacio del rebliment per escalfament. Les principals aplicacions d’aquesta técnica
son la separacié de proteines, com a una de les principals alternatives a la separacid per
SDS-PAGE (Guttman, 1996), i la de fragments d’acids nucleics (Shandrick et al.,
2002). L’aparicio de nous rebliments i de tampons més eficagos fan d’aquesta modalitat

una eina indispensable per a la seqlienciacio.
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Electroforesi capil-lar d’enfocament isoelectric

En I’enfocament isoeléctric s’ha d’eliminar el flux electroosmotic amb un
recobriment adequat del capil-lar, de manera que la separaci6 es dona per migraciod
electroforética diferencial. El poder de ressoluci6 d’aquesta técnica s ha calculat en 0,02
unitats de pH. Consta de tres fases: carrega de la mostra i dels amfolits que donaran lloc
al gradient de pH en el capil-lar, enfocament o migracio, i mobilitzacio cap al detector.
La detecci6 es fa normalment a 280 nm perque la mescla d’amfolits pot absorbir en el
rang de l’ultravioleta baix. Aquesta técnica s’utilitza per a la separacid de proteines

(Pritchett, 1996), sempre que no tinguin un caracter marcadament hidrofobic.
Cromatografia capil-lar electrocinetica micel-lar

En I’electroforesi capil-lar de zona lliure, les molécules neutres generalment no
se separen, sind que es desplacen com a una unica banda. Per aconseguir la seva
separacio poden afegir-se, a la solucio d’electrolit, diferents additius micel-lars, com ara
el dodecil sulfat de sodi (SDS). Aquests substancies surfactants poden ser anioniques,
cationiques, amfoteres o sense carrega. Les molécules neutres tindran una afinitat
diferent per a les micel-les en funci6 de les interaccions hidrofobiques que s’estableixin,
el que permetra la seva separaci6. La principal aplicacié d’aquesta técnica és la
separacio de molecules petites; en vins ha estat utilitzada per a la separacio de trans- i

cis-resveratrol, quercetina, catequina i acid galic (Prasongsidh et Skurray, 1998).
Isotacoforesi

En aquesta modalitat s’utilitza un sistema de tampons heterogeni. El capil-lar
s’omple amb un electrolit amb una mobilitat més gran que la de les mostres i després
s’introdueix la mostra. A continuacio s’introdueix 1’electrolit de baixa mobilitat, inferior
a la de qualsevol molécula de la mostra. La separacio té lloc entre els dos electrolits.
Aquesta tecnica permet separar tant cations com anions, pero no en una mateixa analisi.
La deteccio pot fer-se per mesura de la conductivitat o de 1’absorbancia a I'ultraviolat.
S’ha utilitzat en vins per a la separacid6 de molécules petites, com ara alguns acids
organics (Farkas et Koval, 1982; Karovicova et al., 1990).

Immunoelectroforesi capil-lar

Un immunoassaig comprén un conjunt de técniques analitiques basades en la

reaccid especifica entre un antigen i el seu anticos. Es una técnica molt important en
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quimica clinica, biofarmaceutica i/o ambiental, a causa de la seva total selectivitat i
limits de deteccid extremadament baixos, a més de I’aplicacié per a una ampla gamma
de compostos. L’electroforesi capilllar basada en I’immunoassaig permet la
caracteritzacio d’anticossos, la monitoritzacié de les reaccions lligades a 1’anticos,
I’estudi de les interaccions antigen-anticds, etc. (Righetti, 1996). L’avantatge que
presenta respecte d’altres técniques d’immunoassaig es troba en les caracteristiques
propies de les técniques d’electroforesi capil-lar: consum minim de mostra i de reactius,

rapidesa 1 automatitzacio.
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