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1. Los vinos espumosos

Historicamente la invencidn de los vinos espumosos se le ha atribuido al monje
francés Dom Pierre Pérignon. No obstante, existen evidencias histéricas como
referencias en el antiguo (Libro de Proverbios 23:31) y nuevo testamento (9:17),
asi como en el Libro | de La Eneida (Virgilio, 729:741), que demuestran que los

vinos espumosos ya existian con anterioridad (Bullock y col., 1998).

Aunque tal vez los vinos espumosos se generaran de forma espontdnea y en
numerosas ocasiones a lo largo de la historia, debido a la refermentacion
natural de los vinos, si bien es cierto que Dom Pierre Perignon fue el primero en

estudiarlos de forma especifica.

Hoy en dia, los vinos espumosos se elaboran en diferentes paises y se definen
ademas con términos especiales segun su productor. Entre los espumantes mas
famosos cabe destacar el Champagne en Francia, el Cava en Espaia, el

Spumante en ltalia, el Sekt en Alemania o el Cap Clasique en Sudafrica.

Por tanto, los vinos espumosos comprenden una amplia gama de vinos segun
las variedades de uva utilizadas, las regiones donde se producen y los sistemas
empleados durante su elaboracion, que los hacen ser muy distintos entre si. Si
bien todos ellos presentan un caracter comun, el origen del gas carbodnico, el

cual es enddgeno o natural.

A los vinos espumosos, cuyo gas carbdnico procede de la primera fermentacién
alcohdlica del mosto o de la refermentacidon del vino base, se les denomina
vinos espumosos naturales. Existen diferentes métodos para su elaboracién,
siendo la principal caracteristica que los diferencia el recipiente en el que tiene
lugar la segunda fermentacion o toma de espuma. Por consiguiente, los

espumosos que se elaboran mediante los métodos champenoise o tradicional,
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transfer y ancestral, la toma de espuma acontece en la misma botella en la que
se realizé el tiraje; mientras que los espumosos que se producen por el método
grandes envases o Granvas, la toma de espuma sucede en depdsitos isobaricos

(Hidalgo, 2011).
1.1. Métodos de elaboracién de vinos espumosos

Como se ha comentado en el apartado 1, existen diferentes métodos para la
elaboracion de vinos espumosos naturales. Segun la Orden del 27 de Julio de
1972 (B.O.E. del 8 de Agosto de 1972), por la que se reglamentan los vinos
espumosos naturales y los vinos gasificados, los vinos espumosos naturales son
aquellos vinos que han sido sometidos a una segunda fermentacion alcohdlica
en un recipiente herméticamente cerrado, y que como consecuencia de su
especial elaboracion, presentan gas carbdnico de origen enddgeno. El producto
una vez terminado deberd tener una presién minima de cuatro atmdsferas

medida a 20 °C.

En Espafia se pueden distinguir cuatro tipos de vinos espumosos naturales
segun la técnica de elaboracién: Cava, Vino espumoso natural, Método transfer
y Grandes envases o Granvas. Los dos primeros se caracterizan por elaborarse
segun el método tradicional, diferenciandose el primero por pertenecer a la
Denominacién de Origen Cava, y el segundo, aun elaborandose por el mismo

sistema de elaboracidn, por no pertenecer a dicha denominacién.
1.1.1. Método ancestral o rural

El método ancestral o rural, descubierto por error (o serendipia) en 1513 en los
conventos benedictinos de Limoux (Francia), es probablemente el primer
método desarrollado para la elaboracién de vinos espumosos. Empieza con la

obtencidon del vino base, mediante fermentacidn espontdnea y segun las
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técnicas clasicas de elaboracién de vinos tranquilos. En una segunda fase, este
vino base que todavia contiene azucar residual, es transformado en vino
espumoso. La fermentacion secundaria o toma de espuma se produce dentro
de la botella sin adiciéon de azucar (sin licor de tiraje o licor de expedicion),
siendo los Unicos azlcares fermentables por tanto los del mosto (Stefani y col.,

2015).
1.1.2. Método champenoise o tradicional

Originario de la region de Champagne (Francia), es un método de elaboracion
ampliamente conocido por el que se consiguen los vinos espumosos de mayor
calidad y precio. El producto obtenido, sea Champagne en Francia o Cava en
Espaina, es un vino espumoso natural en el que todo el proceso de elaboraciony

crianza transcurren en la misma botella en la que se realizé el tiraje.

Las principales etapas de elaboracion de los vinos espumosos segun el método
tradicional son: obtencién del vino base, tiraje, crianza en rima, removido y
deguelle (Hidalgo, 2011). En la (Figura 1) se muestra un esquema del proceso

de elaboracidn tradicional.

Segun la legislacién, el término “champenoise” queda reservado de forma
exclusiva para los vinos de Champagne. Para el resto de vinos espumosos

III

elaborados por este procedimiento, se aplica el término “tradiciona
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Degtielle Removido
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|- Akl

Producto final

licor
de expedicion

Figura 1. Etapas de la elaboracién de vinos espumosos por el método tradicional
Adaptado de Stefani (2015)

1.1.2.1. Obtencion del vino base

Para la elaboracién del vino base se sigue el proceso de elaboracién de vinos
tranquilos, partiendo de variedades legalmente autorizadas. El objetivo es
obtener un vino base con un contenido alcohdlico moderado, una acidez
relativamente elevada, y con el menor tiempo de maceracién posible del mosto
con los hollejos. Si el contenido en acido madlico es muy elevado, es
recomendable, por motivos sensoriales, que los vinos base realicen Ia

fermentacion malolactica con el fin de reducir su contenido.

Los vinos base antes del tiraje deberan estar perfectamente limpios vy
estabilizados frente a precipitaciones tartaricas y proteicas (Kemp y col., 2015),
ya que una vez introducidos en la botella junto al licor de tiraje no podran sufrir

ningun tratamiento (Hidalgo, 2011).
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1.1.2.2. Tiraje

Consiste en el embotellado del vino base junto con el licor de tiraje, que es una
mezcla formada por vino base, azucar y levaduras. La cantidad maxima de
azlcar que podra ser adicionada segun legislacidn es de 25 g/L de vino base, y
de ella dependerd la presion de didéxido de carbono a alcanzar dentro de la
botella. También se pueden anadir otras sustancias, como el acido citrico o
activadores de la fermentacion. Ademas, es preciso adicionar bentonita y/u
otros clarificantes como los alginatos, con el fin de facilitar el removido de las

levaduras para su posterior eliminacion.

Las levaduras que llevaran a cabo la segunda fermentacién son de la especie
Saccharomyces cerevisiae. Se trata de unas cepas de levaduras seleccionadas
con especificidad, capaces de llevar a cabo con la maxima eficacia un proceso
gue se da en condiciones muy restrictivas. Estas levaduras se caracterizan por
reunir una serie de caracteristicas, como la tolerancia al etanol y a las altas
presiones de CO,, la capacidad de fermentar a valores de pH y temperatura

bajos, y la habilidad de flocular.

Una vez adicionado el licor de tiraje al vino base, el vino es embotellado y
cerrado de forma hermética. Tradicionalmente, las botellas se tapaban con
tapones de corcho y se fijaban a la botella mediante una grapa metalica. Hoy en
dia la inmensa mayoria de los elaboradores de vinos espumosos utilizan otro

sistema de cierre formado por un obturador y un tapdn corona (Hidalgo, 2011).
1.1.2.3. Crianza en rima

Realizado el tiraje las botellas son colocadas en las “cavas”, locales
subterraneos habilitados para la crianza, en posicion horizontal y formando

unas pilas de botellas conocidas como “rimas”. Durante esta etapa comenzara
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la segunda fermentacién o toma de espuma, a una temperatura entre 10 y 15
°C, y la crianza sobre lias, de duracion variable y regulada en general por la

Denominacién de Origen (Hidalgo, 2011).
1.1.2.4. Removido

Terminado el periodo de crianza se procede a desplazar las lias resultantes de la
segunda fermentacion hasta el cuello de la botella, mediante un proceso
denominado removido. Este procedimiento puede realizarse de forma manual,
con la ayuda de los pupitres, o con sistemas mas o menos automatizados como

los giropalets.

Segun la forma tradicional o manual, las botellas se agitan para remover las lias,
colocandose después en posicion ligeramente inclinada en los pupitres.
Transcurridos unos dos dias, cuando las lias ya se han depositado en el fondo de
la botella, se procede a empezar el removido. Esta técnica consiste en girar
diariamente un octavo de vuelta la botella hasta completar unos tres giros en
veinticuatro dias. Con cada giro, se incrementa poco a poco el grado de
inclinacion de la botella hasta situarse casi perpendicular al suelo. Una vez se ha
conseguido que las lias se situen en el cuello de la botella, se mantienen en esta
posicion denominada “en punta” hasta el momento del degielle (Hidalgo,

2011).
1.1.2.5. Degiielle

Consiste en la eliminacion de las lias acumuladas en el cuello de la botella una
vez finalizada la etapa de crianza y el removido. El deglielle puede efectuarse
“en caliente” o “en frio”. El deglelle en caliente se realiza de forma manual, en
cambio el deglelle en frio se lleva a cabo tras congelar el cuello de la botella

por introduccion en un bafio criogénico. Después, la botella se coloca en
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posicidn vertical invertida y se abre, expulsando asi las lias congeladas por la
propia presioén interna. El degtielle en frio puede mecanizarse, mientras que el
deguielle en caliente al ser manual no. En el caso de que las botellas hubiesen
sido tapadas con tapdn de corcho y grapa, el deglielle debe realizarse en
caliente. Una vez finalizada esta operacion, el vino debe estar perfectamente

limpio, sin restos de sedimentos.

Con la expulsién de las lias se produce una pérdida de vino que debe ser
restituida hasta restablecer el volumen inicial. Esta compensacion puede
hacerse con un vino espumoso de la misma partida. También puede aifadirse,
previo a su adicion, un licor de expedicidon azucarado. Este licor de expedicion
puede estar compuesto de los siguientes productos: sacarosa, mosto de uva,
mosto de uva parcialmente fermentado, o mosto de uva concentrado
rectificado o no, vino base y destilados vinicos, etc. De este modo, y
dependiendo de la cantidad de azucar adicionada a través del licor de
expedicidn, se obtendran vinos espumosos de diferente grado de dulzor. Existe
ademas una clasificacién de los vinos espumosos en funcidn de su riqueza en

azucar, establecida por los organismos de control.

Una vez introducido el licor de expedicion, se cierra la botella con un tapén de

corcho y se sujeta al cuello de esta con un bozal o morriéon (Hidalgo, 2011).
1.1.3. Grandes envases o Granvas

Los vinos espumosos elaborados a partir del método Granvds se caracterizan
por realizar la segunda fermentacion en grandes depdsitos isobaricos, también
denominados autoclaves. Terminado el periodo de crianza se procede a

efectuar una filtracion isobarica previa a su embotellado.
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Existen dos grandes tipos de Granvas en funcién de si se parte de mosto o de un

vino estabilizado. El Sekt aleman, por ejemplo, se elabora a partir de vino,
mientras que el Prosecco o el Asti Spumante se producen a partir de mostos que

han sido primero fermentados a presidon atmosférica.

Una vez alcanzado el punto adecuado de fermentacion se cierra el depdsito con
el objetivo de que el CO, generado en las ultimas fases de la fermentacion se

acumule, teniendo lugar dos fermentaciones o solo una.

Dependiendo del tiempo minimo que el vino espumoso permanece en contacto
con las lias, tras acabar la fermentacion, se contemplan dos clases o métodos de

Granvas: el método “corto” (veintiun dias) y el método “largo” (seis meses).

La calidad de los vinos obtenidos por Granvas es en general inferior a los vinos
elaborados por el método tradicional, debido a la escasa influencia de la
autolisis de las levaduras, sobre todo en el caso del método corto. Sin embargo,
son vinos que conservan la frescura y los aromas varietales afrutados
caracteristicos de las variedades de uva utilizadas. Por tanto, es un sistema de
elaboracion muy adecuado para elaborar vinos espumosos donde el

protagonista es la fruta y no la levadura (Hidalgo, 2011).

Al método Granvas también se le conoce como método Charmat, en honor a
Jean-Eugene Charmat quien lo perfecciond. En la actualidad se utiliza como
alternativa al método tradicional para producir grandes volumenes de vino

espumoso.
1.1.4. Método transfer

El método transfer se caracteriza, al igual que el método tradicional, porque
tanto el proceso de fermentacidon como el de crianza transcurren en la misma

botella en la que se realizd el tiraje. La fase de rima, sin embargo, tendra una

10
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duracion variable en funcidon de las normativas especificas, trasvasandose
después el vino espumoso junto con las lias a un tanque presurizado desde el

que se desarrollara un filtrado isobdrico previo a su embotellado definitivo.

A esta técnica de elaboracion se la considera un hibrido del método tradicional
y del Granvas, debido a que las fases de tiraje y de crianza en rima se ejecutan
segun el método tradicional, mientras que el proceso de filtrado, estabilizacion

y embotellado del vino se efectian por el método Granvas (Hidalgo, 2011).

2. El Cava

El Cava es un vino espumoso natural producido segun el método tradicional con
unos vinos base procedentes de unas localizaciones geograficas determinadas, y
bajo el cumplimento de la normativa establecida por el Consejo Regulador del

Cava (B.O.E. del 20 de Noviembre de 1991; http.//www.docava.es/).
2.1. Historia

Las primeras referencias de la elaboracién de un vino espumoso en Espafia
datan de principios del siglo XIX, cuando algunos elaboradores influenciados por
el éxito del Champagne inician su produccidn a muy pequefia escala. De este
modo, Luis Justo Villanueva, profesor de quimica del Instituto Agricola Catalan
de San Isidro, puede considerarse artifice de la implantacion del entonces
llamado método champenoise. De hecho, algunos discipulos suyos como Agusti
Vilaret o Miquel Esquirol iniciaron pequefnas elaboraciones en Blanes, Reus y
Tarragona, presentando ademas en la exposicién general de Madrid (1857) un

vino espumoso denominado “Bard de les Quatre Torres”.

Sin embargo, no fue hasta finales del siglo XIX en que José Raventds Fatjo,

quizas el discipulo mas aventajado de Luis Justo Villanueva, empezé a elaborar

11
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vino espumoso de forma generalizada, gracias a una segunda fermentacion en
botella, logrando lanzar su primera produccién en 1872 al mando de la empresa
Codorniu. No obstante fue su hijo Manuel Raventds Doménech, quien al
hacerse cargo de la empresa, perfecciond y afianzé el trabajo de su progenitor
extendiendo ademds el proceso de comercializacién de estos vinos. Incluso
contribuyd a superar la crisis de la filoxera realizando importantes cambios en el
viedo, como fijar los varietales autéctonos que se utilizan en la actualidad

(Cayuela, 1989).

De esta forma, y durante la segunda década del siglo XX, la elaboracidn de vinos
espumosos se consolidd en cuanto a produccidon y consumo en Espanfa,
adquiriendo su gran auge en los afios 60. Esto hizo que afios mas tarde la
localidad de Sant Sadurni D’Anoia (Barcelona) se convirtiera en la capital del

vino espumoso (Cayuela, 1989).

Gracias a la expansion internacional, impulsada en especial por Freixenet en los
afios 80, y a la entrada de Espafia en la Unidn Europea en 1986, los vinos
espumosos alcanzaron un gran crecimiento a nivel internacional, siendo hoy en

dia uno de los pilares fundamentales del sector vitivinicola espafol.

La denominacidn de este tipo de vino espumoso como “Cava” se debe a que en
1883 Espaiia firmd un tratado con Francia, ratificado en 1891, por el cual se
establecidé que solo se puede llamar Champagne al vino espumoso producido en
la regién de Champagne (Francia). Previendo esta problematica legal, los
elaboradores de vino espumoso decidieron a finales de la década de los 70
utilizar el término “Cava” para designar a sus vinos espumosos. De este modo,
el término “método champenoise” fue sustituido por el de “método tradicional”

por idénticas razones.
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La incorporacion de Espafia en la CEE el 1 de enero de 1986 supuso el
reconocimiento del Cava como Vino Espumoso de Calidad Producido en una
Region Determinada (V.E.C.P.R.D.), categoria en la que se incluyen todos los
vinos espumosos de primera clase o maxima calidad, y que se equiparan a las
Denominaciones de Origen (Andrés-Lacueva y col., 1996a). Con esta resolucién
finalizaba el largo y dificil proceso que conllevé la inclusién del Cava en la
maxima categoria de calidad admitida por la CEE, pudiéndose solo elaborar
Cava dentro del Estado espafol, y siempre y cuando la regidon abarcase la

Denominacién de Origen, denominada “Regién del Cava” (Cayuela, 1989).

Como paso posterior a la incorporacion de Espafia en la CEE y el reconocimiento
del Cava como V.E.C.P.R.D, se publica la Orden Ministerial del 14 de noviembre
de 1991 (B.O.E. del 20 de Noviembre de 1991), que aprueba el vigente
reglamento de la Denominacién de Origen “Cava”, y de su Consejo Regulador.
Esta normativa, junto con la Orden Ministerial del 23 de febrero de 2007 (B.O.E.
del 27 de Febrero de 2007), y la Ley 24/2003 del 10 de julio de la Vifia y del Vino

(B.O.E. del 11 de Julio de 2003), regulan en la actualidad el sector del Cava.
2.2. La Denominacidn de Origen (D.O.) Cava

Es una Denominacién de Origen especial pues no es una unidad geografica
concreta, sino que se extiende por diferentes zonas de Espafa peninsular,

amparando a todos los productores del Cava (Garcia Gallego, 2008).

Segun la Orden del 14 de Noviembre de 1991 (B.O.E. del 20 de Noviembre de
1991), la regidn del Cava se extiende por 159 municipios: 132 en Cataluiia (63
en Barcelona, 52 en Tarragona, 12 en Lleida y 5 en Girona), 18 en La Rioja, 2 en
Aragén (Zaragoza), 3 en el Pais Vasco (Alava), 2 en la Comunidad Floral de

Navarra, 1 en la Comunidad Valenciana (Valencia) y 1 en Extremadura

13
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(Badajoz). En 2015, la superficie viticola inscrita fue de 33.591 Has, distribuidas

en 6350 explotaciones.
2.3. Regulaciones especificas de la D.O. Cava

Las variedades de vid autorizadas para producir uva destinada a la elaboracién
del Cava (Tabla 1) se encuentran especificadas en la Orden del 14 de Noviembre
de 1991 (B.O.E. del 20 de Noviembre de 1991). El rendimiento maximo de todas

las variedades estd unificado en los 12.000 kg de uva por hectarea.

Tabla 1. Variedades

Variedades Uva Blanca Variedades Uva Tinta
Macabeo (Viura) Garnacha tinta
Xarel-lo Monastrell
Parellada Pinot Noir
Malvasia (Subirat Parent) Trepat 2
Chardonnay

! Orden del 14 de Noviembre de 1991 (B.O.E. del 20 de Noviembre de
1991)

2 Unicamente autorizado para vinos rosados

Todas las variedades tintas con la Unica excepcion del Trepat pueden utilizarse

para la elaboracidn de vinos base blancos (Blanc de noir).

En lo que se refiere al vino base para la elaboraciéon del Cava debe cumplir,

segun la legislacion actual vigente, las siguientes caracteristicas analiticas (Tabla
14
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2). Ademas, solo podran destinarse a la elaboracién del vino base las primeras
fracciones del prensado con un rendimiento maximo de 1 hl de vino por cada
150 kg de uva, produciéndose siempre en “virgen” y pudiendo ser blancos o

rosados.

Tabla 2. Valores analiticos del vino base!

Parametro Enoldgico Rango de valores
Graduacioén alcohdlica 9,5-11,5 % vol
Acidez total minima (en acido tartarico) 5,5g/L
Extracto seco no reductor 13a22¢g/L
Acidez volatil real (en acido acético) <0,60g/L
SO, total <140 mg/L
Cenizas 0,70a2g/L
pH 2,8a3,3

! Orden del 14 de Noviembre de 1991 (B.O.E. del 20 de Noviembre de 1991)

Respecto a los tipos de Cava, estos se clasifican en funcién de diferentes
criterios, atendiendo al tiempo de crianza, su riqueza en azUcares o si son

blancos o rosados.

Dependiendo del tiempo en que un vino espumoso permanezca en contacto
con las lias se distinguen tres categorias: Cava, Reserva y Gran Reserva. Segun el
Reglamento de la UE y de la D.O. Cava (CEE 823/87; Orden del 14 de Noviembre
de 1991 (B.O.E. del 20 de Noviembre de 1991); Orden APA/415/2007 (B.O.E. del
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23 de febrero de 2007), la duracién del proceso de elaboracion del Cava, desde
el momento del tiraje hasta el deglelle, no podra ser inferior a nueve meses.
Asimismo, la legislacion también contempla las menciones de Reserva y Gran
Reserva para aquellos vinos espumosos cuyo tiempo de crianza, desde el
momento del tiraje hasta el deglelle, no sea menor a quince y treinta meses. En
2015 la produccidn registrada para estas tres categorias de espumoso respecto
al total fue de un 88 % para el Cava, un 10 % para el Reserva y un 2 % para el

Gran Reserva.

El 13 de junio de 2016 el Consejo Regulador del Cava presenté en Barcelona una
nueva categoria Premium denominada “Cava de paraje calificado”, que incluye
aquellos Cavas elaborados con uvas procedentes de un paraje determinado, y
gue contempla un periodo minimo de fermentacién en botella de treinta y seis

meses.

En funcidn de la concentracién de azlucar afiadida al final del proceso de

elaboracion el Cava se clasifica segun indica la (Tabla 3).

A parte de las clasificaciones descritas con anterioridad para el Cava otra
posible clasificacién es atendiendo a su color. De esta forma se denomina Cava
rosado al que se elabora a partir de vinos base rosados, los cuales han sido
producidos a partir de las variedades tintas autorizadas. Comentar también que

la produccion de Cava rosado respecto al total representa un 10 %.
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Tabla 3. Tipos de cava’

Tipo Contenido en Azucar

Brut Nature Hasta 3 g/L (y sin adicién de azucar)
Extra Brut Hasta 6 g/L

Brut Hasta 15 g/L

Extra Seco De12a20g/L

Seco Del17a35g/L
Semi-seco De33a50g/L

Dulce >50g/L

! Orden del 14 de Noviembre de 1991 (B.O.E. del 20 de
Noviembre de 1991); Orden APA/415/2007 (B.O.E. del 23
de febrero de 2007)

3. Espuma y efervescencia

La espuma, ligada al desprendimiento de CO; en el seno del vino, constituye
una de las propiedades mas importantes de los vinos espumosos. El efecto que
generan la efervescencia y la espuma es el primer factor organoléptico que el
consumidor observa cuando un vino espumoso es vertido en una copa (Liger-

Belair y col., 2012).

A la hora de evaluar la calidad de un vino espumoso una de las cualidades que
mas se valoran es la dindmica creada por las burbujas y el collar durante el
proceso de verter y beber el vino (Liger-Belair y col., 2005). La formacion y

permanencia de este collar de espuma, entendido como la fila de burbujas
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situada en la superficie del liquido, es considerado ademas como un pardmetro
de calidad (Liger-Belair y col., 1999). Del mismo modo que la finura de las
burbujas, su persistencia y la presencia de cordones mas o menos largos dan
una idea de la calidad de la espuma (Poinsaut, 1991; Malvy y col., 1994; Liger-
Belair, 2001). De entre los factores que condicionan la estructura/textura de la
espuma, y por tanto, de las burbujas, destacan el método de elaboracién

utilizado y las caracteristicas del vino base.

El desprendimiento de burbujas, conocido como efervescencia, es producido
como consecuencia de la liberacién del CO; disuelto en el vino. La efervescencia
puede observarse casi desde el primer momento en que un vino espumoso es
servido en una copa, en forma de cordones o rosarios verticales (Senée y col.,
1998). Estos cordones tienen su origen en la base de la copa y recorren en
sentido ascendente el liquido hasta llegar a su superficie (Liger-Belair y col.,
1999). Una vez alli, y suponiendo un comportamiento ideal, las burbujas se
agrupan desplazandose hacia las paredes de la copa y adhiriéndose a ellas,
dando lugar a un circulo de espuma conocido como corona (Cilindre y col.,
2010). A la duracién del desprendimiento de gas carbdnico se le denomina
permanencia de la espuma, y corresponde con un estado estacionario en el que
la velocidad de desaparicion de las burbujas en la superficie es igual a la de

incorporacion de nuevas burbujas en el corddén (Vanrell, 2002).
3.1. Las burbujas

En un vino espumoso la calidad del producto también se relaciona con el
tamaino de las burbujas. Cuanto menores sean las burbujas que asciendan
lentamente a través del liquido, mayor calidad exhibira el producto en si (Liger-

Belair y col., 1999).
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Desde un punto de vista quimico, un vino espumoso es una solucion
hidroalcohdlica sobresaturada en CO, que contiene una gran diversidad de
moléculas (Liger-Belair y col., 2012; Beaumont y col., 2016). Dentro de la botella
existe un estado de equilibrio termodinamico entre el gas carbonico disuelto y
la fase de vapor en el espacio de cabeza (Liger-Belair y col., 1999). Cuando la
botella se abre la presion de CO, contenida en el espacio de cabeza decrece
bruscamente, provocando que la concentraciéon de CO, en el vino no esté en
equilibrio con su presidn parcial en la fase gaseosa. El vino entra, por tanto, en
un estado metaestable donde la fase liquida estad sobresaturada en CO, (Liger-
Belair y col., 1999). Con el fin de alcanzar un nuevo estado termodinamico
estable con respecto al CO, disuelto y gaseoso, el vino espumoso debe
desgasificarse de forma progresiva (Beaumont y col., 2016). De esta forma, el
CO, disuelto se libera de la fase liquida sobresaturada (a) en forma de burbujas
heterogéneamente nucleadas (proceso de efervescencia) en el interior de la
copa, y (b) por difusién "invisible" a través de la interfase vino/aire (Beamount y
col., 2016). En una copa de cristal clasica solo el 20 % de las moléculas de CO,
son liberadas en forma de burbujas, mientras que el resto lo hacen a través de

la interfase vino/aire (Liger-Belair y col., 2016).

La efervescencia se produce debido a la generacién de burbujas en las
irregularidades de la superficie del vidrio, fendmeno conocido como nucleacion
heterogénea (Liger-Belair y col., 2016). El nacimiento regular y repetitivo de las
burbujas y su migracion hacia la superficie, generan los rosarios o cordones de
burbujas (Senée y col., 1999). Sin embargo, la espuma es un sistema
termodindmico inestable, es decir, con el paso del tiempo su estructura va
cambiando buscando minimizar la energia del sistema (Weaire y Hutzler, 1999).

Existen tres mecanismos que rigen la evolucion temporal de la espuma: el
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envejecimiento de Ostwald, la coalescencia y el drenaje (Schramm, 2005), que

explicaremos en los siguientes apartados.
3.1.1. Envejecimiento de Ostwald

Descubierto por el investigador Wilhelm Ostwald en 1896, este fendmeno se
basa en la difusidon de CO, entre dos burbujas que estan en contacto (Figura 2).
Segun la ley de Laplace esta difusién ocurrira desde la burbuja mas pequena
(mayor presion de gas) hacia la de mayor tamafio (menor presién de gas)
adyacente a ella, convirtiéndose esta a su vez en una burbuja mayor (Dressaire

y col., 2008).

00%006"%‘

Figura 2. Envejecimiento de Ostwald

3.1.2. Coalescencia

Este mecanismo consiste en la rotura de la capa liquida que separa dos burbujas
proximas entre si, generando como consecuencia una burbuja de mayor
tamafio que desaparece con rapidez (Carrier y Colin, 2003; Schramm, 2005).
Esta unién entre dos burbujas ocurre a través de la parte céncava de la burbuja,
y como consecuencia de la menor presion en esta zona con respecto a la parte
expuesta a la presion atmosférica (Figura 3). Gracias a esta aproximacion se
forma el collar de burbujas alrededor del cristal de la copa, donde las burbujas

mas cercanas a la pared del cristal se encuentran fijadas a través de su menisco.
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Figura 3. Coalescencia

3.1.3. Drenaje y explosion

El drenaje de la espuma es un complejo proceso fisico-quimico hidrodinamico
regido por muchos factores simultaneos (Kruglyakov y col., 2008). La espuma es
una dispersion altamente concentrada de gas (fase dispersa) en un liquido (fase
continua) que se encuentra sujeta a la gravedad, y como consecuencia ambas
fases (liquida y gaseosa) tienden a separarse con el tiempo. El liquido contenido
en la espuma comienza a fluir en la direccién del campo gravitacional y la
espuma va perdiendo parte de su contenido de liquido (Kruglyakov y col.,
2008). A este efecto se le suma el de los gradientes de presion provocando con
ello cambios locales en la fraccion liquida. A este fendmeno se le conoce como

drenaje.

Por efectos del drenaje la fraccidon liquida contenida en la espuma tiende a una
situacion de equilibrio mecanico. Una vez alcanzado este equilibrio la fraccion
liquida en la parte superior e intermedia de la espuma es minima (en torno a un
10 %), y por tanto, las burbujas adoptan una forma poliédrica donde el espesor
de las peliculas que las rodean es mas delgado debido al poco liquido presente.
Sin embargo, en la parte inferior de la espuma la fraccion liquida tiende al valor
limite de una espuma humeda (Weaire y Hutzler, 1999), y la forma de las

burbujas es mas esférica. Cuando el espesor de las peliculas llega a ser critico en
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las burbujas con forma poliédrica, estas se rompen de manera espontanea

(Figura 4).

. .
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Figura 4. Drenaje y explosién

Como consecuencia del estallido de una burbuja en la superficie del liquido
aparece una cavidad formada por la otra mitad de la burbuja. En la capa de
liguido que rodea esta cavidad se producen unos gradientes de presion
traducidos en una serie de corrientes hidrodinamicas, que tienden a cerrar este
hueco. Debido a este fendmeno hidrodindamico, se origina la proyeccidon de un
chorro de liquido hacia arriba impulsado por los gradientes de presién, que se
acaba rompiendo en pequefias gotitas. Se ha demostrado que las gotitas
expulsadas al aire por causa de este efecto contienen una mayor concentracién
de compuestos organicos tensoactivos que las halladas en la matriz liquida
(Liger-Belair y col., 2001; Vanrell, 2002). Este estallido de burbujas en la
superficie liquida juega un papel muy importante en el analisis sensorial de un

vino, al favorecer la apreciacién de sus aromas (Figura 5).
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Figura 5. Estallido de burbujas

3.2. Metodologias para la caracterizacion de la espuma

Hasta hace poco mds de ocho décadas tan solo se podian apreciar las
caracteristicas espumantes de un vino espumoso mediante la degustacidn, lo
que limitaba su analisis a la disponibilidad de un panel de expertos y dificultaba

ademas la obtencidn de referencias facilmente parametrizables.

La espuma es una cualidad que define al vino espumoso y es la primera que
observa el consumidor. Por esta razéon ha sido objeto de numerosos estudios
cientificos basados en el conocimiento de los factores intrinsecos (variedad de
uva, vendimia), y extrinsecos (tecnologias de elaboracién), que afectan tanto a

la composicién de la espuma como a sus propiedades espumantes.

Con el fin de correlacionar las propiedades espumantes con las caracteristicas
fisico-quimicas del vino, se han realizado numerosos intentos por encontrar
técnicas instrumentales que permitan tanto la obtencién del comportamiento
de la espuma, como el poder comparar las diferencias existentes entre distintos

vinos espumosos.

Entre los diferentes métodos propuestos, los mas utilizados son los que se
basan en medir la cinética de desprendimiento de CO, (Maujean y col., 1988),

los métodos basados en el burbujeo de gas y seguimiento de la espuma
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formada (Bikerman, 1938), y los que utilizan el analisis de imagen (Machet y
col., 1993; Robillard y col., 1995). En los siguientes apartados nos centraremos

en explicar el fundamento de estos métodos.
3.2.1. Método de Bikerman

Propuesto por Bikerman (1938), es el método tradicional utilizado para evaluar
la capacidad espumante de los vinos tranquilos. No obstante, ha sido adaptado
posteriormente por varios autores para medir las caracteristicas espumantes de
otras bebidas efervescentes, como la sidra (Blanco-Gomis y col., 2007) y los

vinos espumosos (Pueyo y col., 1995).

El sistema de medida consiste en burbujear gas (aire, N, o CO,) a través de un
volumen de vino para generar espuma (Gallart y col., 1997). El equipo utilizado
consta de tres elementos: una columna graduada de 15 mm de didmetro y 530
mm de altura, un medidor de masa de gas y un controlador de flujo. La
columna, la cual contiene el vino previamente desgasificado (10 mL), esta
formada en su parte inferior por un vidrio poroso y una salida hacia el exterior

donde se conectara la inyeccién de gas.

La medida de las propiedades espumantes del vino a analizar se realiza a un
valor establecido de flujo de CO, (mL/min) variable dependiendo de la bebida
efervescente a estudiar, de forma que la altura alcanzada por la espuma
permanezca constante y sea lo suficientemente elevada para ser medida con

precisién, y sin que llegue a colapsar (Pueyo y col., 1995).

Mediante este método puede determinarse el coeficiente de Bikerman (3), que
es independiente del aparato y del procedimiento empleado. Este coeficiente
representa la vida media de la burbuja, en estado estacionario, cuando la

formacion y la destruccion de la espuma estan en equilibrio. Se calcula como la
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ratio entre la altura alcanzada por la espuma (expresada en mL), y el flujo de

CO, empleado (expresado en mL/s) a presidon constante (Gallart y col., 1997).
3.2.2. El Mosalux

El Mosalux (del griego mosa: espuma, y del latin fux: luz) es un equipo
automatizado basado en los mismos principios del sistema de Bikerman. Fue
disefado por los laboratorios de enologia de la Facultad de Ciencias de Reims
(Francia), en colaboracidén con la Estacidon Enotécnica de Champagne ubicada en

Epernay (France) (Maujean y col., 1988, 1990).

Se trata de un método objetivo y normalizado que permite medir las
propiedades espumantes de los vinos (medidas fisicas), en unas condiciones
determinadas y estandarizadas de efervescencia artificial. El principio de su
funcionamiento se basa en la medida de la altura de la espuma generada por la
inyeccién de CO;, a un flujo y presidon determinados, a través de un vidrio
poroso en el vino. La altura se determina gracias a la intercepcién de la espuma

producida con un haz de luz infrarroja.

Con este sistema instrumental se pueden medir las caracteristicas de la espuma
de diferentes bebidas efervescentes (Poinsaut, 1991), siendo por tanto un
método de referencia muy utilizado tanto por los laboratorios de investigacion,

como por parte de las bodegas dedicadas a la elaboracion de vinos espumosos.
3.2.2.1. Descripcidn y funcionamiento del equipo Mosalux

El Mosalux esta constituido por un moédulo de mediciéon conectado a un
ordenador (Figura 6). El elemento principal del mddulo de medida es una
probeta de vidrio de 40 mm de didametro y 430 mm de altura. La parte inferior
de dicha probeta esta compuesta por un vidrio poroso, y un tubo de salida

donde se conectara la inyeccion de CO,. La velocidad de flujo de CO, es
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regulada y fijada por un medidor de flujo de bolas. Finalmente, a la izquierda de

la probeta se encuentra una fuente emisora de luz infrarroja, y a la derecha un
receptor de sefales.

La formacion de espuma se consigue inyectando la corriente de CO, a la
probeta que contiene el vino (100 mL), previamente desgasificado, y las
medidas de los parametros de la espuma se realizan a unos valores establecidos
de presién de CO, (1 bar) y flujo de CO; (7 L/h) constantes. La altura de la
espuma es medida a través del sistema emisor-receptor de infrarrojos, y la
sefial de salida detectada y traducida por el ordenador en una grafica en forma

de curva, que representa el comportamiento espumante del vino objeto de

estudio.
a: Caudalimetro e: Emisor de rayos infrarrojos
b: Vidrio poroso f: Receptor de rayos infrarrojos
c:Vino g: Ordenador
d: Espuma h: Impresora

Figura 6. Esquema del equipo Mosalux
Adaptado de Vanrell (2002)

El Mosalux permite obtener una representacion de la evaluacién de la altura en
funcion del tiempo. Manteniendo siempre constantes la presién y el flujo de
gas, la altura de la espuma aumenta, en primer lugar, hasta llegar a un maximo
para luego disminuir y estabilizarse a una altura determinada. Cuando ya no se
observan variaciones significativas de la altura, se para el flujo de CO, y se mide

el tiempo de desaparicion completa de la espuma. En la (Figura 7) se representa
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una curva tipica de evolucién de la altura de la espuma obtenida con el
Mosalux. Las medidas realizadas con este equipo permiten obtener tres

pardmetros, HM, HS y TS, que se definen como:

200 A~

Parada de la salida
de CO,

100 A

4—.—»

Altura (mm)

tiempo (s)

Figura 7. Curvatipica de evolucidon dela espuma
Adaptada de Vanrell (2002)
- HM o espumabilidad. Es la altura maxima alcanzada por la espuma tras la
inyeccion de CO,. Corresponde a la capacidad del vino para formar espuma, lo
que se asimila a la altura de la espuma obtenida inmediatamente después de

verter un vino espumoso en una copa. Se mide en milimetros (mm).

- HS o persistencia de la espuma (HS). Es la altura a la que se estabiliza la
espuma mientras se mantienen las mismas condiciones de presion y flujo de
CO,. Se equipara a la persistencia de la corona y/o a la capacidad del vino para

producir una espuma estable. Se mide en milimetros (mm).

- TS o tiempo de estabilidad de la espuma (TS). Es el tiempo que transcurre
desde que se detiene la emision de CO, hasta la desaparicion completa de la
espuma. Se relaciona con el tiempo de estabilidad de la espuma cuando la

efervescencia decrece. Se mide en segundos (s).

Una modificacién del sistema Mosalux fue desarrollada por Moreno-Arribas y

colaboradores (2000), basandose en una adaptacion del método de Bikerman.
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Disefiaron un equipo para determinar la altura de la espuma producida en
funcion del tiempo al inyectar un flujo de aire controlado al vino. Como
detector de la espuma utilizaron un emisor-detector de ultrasonidos
determinando dos pardmetros: Hpeak (la altura maxima de la espuma después
de la inyeccién de aire), y Hplateau (la altura a la cual permanece estable la

espuma durante la inyeccién de aire).
3.2.3. El método de Rudin

Rudin (1957) propuso un método para la determinacién de la estabilidad de la
espuma basado en el tiempo en el que esta se mantiene estable antes de
colapsar. La técnica se basa en llenar un tubo con la muestra, previamente
desgasificada, hasta alcanzar una altura de 10 cm. A continuacidn se inyecta la
corriente de CO, a presion y flujo controlados hasta generar espuma, cuya
altura se va midiendo a intervalos de tiempo regulares hasta llegar a una altura
de 32,5 cm en el tubo. En ese instante se detiene la corriente de gas y se
comienza a monitorizar el tiempo de decaimiento de la espuma (Head

Retention Value; HRV).

Este procedimiento es muy utilizado en cervezas al presentar valores de HRV
muy altos (entre 90 y 150 segundos). Sin embargo, en vinos espumosos es un
método de dificil aplicacién al ser sus valores de HRV menores y poco
discriminantes. No obstante, Vincenzi y colaboradores (2014) han utilizado esta

metodologia para evaluar las caracteristicas espumantes del Prosecco.
3.2.4. Andlisis de imagenes

Los sistemas de vision artificial se basan en adquirir imagenes mediante
camaras, generalmente bidimensionales, para después procesarlas en forma

digital y poder extraer y medir determinadas propiedades de las imagenes
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adquiridas. Se trata, por tanto, de una tecnologia que intenta analizar e

interpretar imagenes de una forma equivalente a la inspeccién visual humana.

El sistema en si consta de diversos elementos que pueden variar dependiendo
del tipo de problema que se estd intentado resolver, y las condiciones en las
que se desarrolla. No obstante la mayoria de ellos comparten un tronco comun
constituido por los siguientes componentes: iluminacién, cdmara, éptica, placa

digitalizadora, unidad de procesamiento y software (Saldafa y col., 2013).

Para el caso de bebidas efervescentes esta técnica permite la visualizacién,
medicion y cuantificacién de manera objetiva y automatica de las caracteristicas
visuales de la efervescencia, eliminando asi la variabilidad que pudiera
presentar un catador en el momento de evaluar la bebida. Mediante este
sistema pueden determinarse parametros como la altura y el collar, producidos
en el vidrio (copa) como consecuencia de la espuma (Machet y col., 1993;

Robillard y col., 1995).

Hay que tener en cuenta a la hora de realizar el analisis que la calidad del vidrio
y los parametros ambientales influyen de forma significativa en la medida
(Moreno-Arribas y Polo., 2009). Aun asi es un sistema muy reproducible que
permite valorar de una manera automatizada, y en condiciones reales, la

calidad de la espuma en una copa.

El sistema mds completo, disefiado con la tecnologia de tratamiento de
imagenes, es el método CAVE (Computer Assisted Viewing Equipment). Esta
técnica permite evaluar las propiedades espumantes de un vino espumoso
durante el proceso de vertido y en condiciones reales de degustacién (Cilindre y
col., 2010). Fue desarrollado en la década de 1990 con el propédsito de
cuantificar la evolucion del collar con el paso del tiempo. Hoy en dia este es el

Unico aparato que permite un andlisis descriptivo del comportamiento de la
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espuma, durante y después del vertido, de un vino espumoso, aportando
ademas informacién como las velocidades de la espuma y del liquido durante el

vertido, asi como la altura del collar después del vertido (Cilindre y col., 2010).

El sistema CAVE esta formado por un “brazo-robot” de vertido asistido por un
ordenador y un sofisticado sistema de registro de datos, constituido por tres
camaras de video situadas en diferentes posiciones que toman imagenes desde
angulos multiples. También presenta un laser que atraviesa la copa, detectando
tanto la espuma como los niveles de liquido en la copa. La altura de la espuma 'y
la del liquido son registradas durante el tiempo que dura el vertido (Cilindre y

col., 2010).

La caracterizacion del comportamiento de la espuma en el momento del vertido
del vino en la copa permite obtener parametros como las velocidades de
ascenso de la espuma y del liquido, asi como la altura maxima de la espuma. Al
finalizar el vertido se estudia la altura del collar hasta que la altura minima de la

espumay la altura maxima del liquido son alcanzadas (Cilindre y col., 2010).

A diferencia de los métodos de burbujeo de gas las muestras no tienen que ser
previamente desgasificadas. En las condiciones de servicio del vino, tanto su
temperatura como la forma de la copa pueden ser también controladas y
estandarizadas. Sin embargo, a pesar de contar con estas ventajas es un sistema

poco utilizado.

Debido a la complejidad instrumental de estos sistemas algunos investigadores
han desarrollado sistemas mas simples. Asi, Curioni y colaboradores (2015)
estudiaron la evolucidn de la espuma durante el tiempo que duraba el vertido
de un vino en una copa. Para ello utilizaron una grabacién por video cdmara de

la cual extrajeron fotogramas, determinando de esta forma, para cada
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fotograma, la altura de la espuma y la del liquido subyacente respecto al

tiempo.
3.3. Factores que condicionan la estabilidad y permanencia de la espuma

La calidad de un vino espumoso esta condicionada en gran medida por sus
propiedades espumantes. Conceptos como la espumabilidad o cantidad de
espuma producida, y la persistencia de la espuma o el tiempo de estabilidad,
son considerados como factores de calidad a la hora de evaluar un vino

espumoso.

La formacidon de espuma no solo se debe al desprendimiento de CO,, sino
también a la presencia de determinados componentes en el vino que modifican
su tensidn superficial, o que aumentan la viscosidad del medio (Hidalgo, 2011).
En consecuencia, todos los componentes del vino que ejerzan una influencia
sobre estos pardametros, afectardn de forma indirecta a sus caracteristicas
espumantes. La composicion quimica del mosto y del vino, que es dependiente
de la variedad y del grado de madurez de la uva, incidira del mismo modo en la
calidad de la espuma. Asimismo, las condiciones de vinificacion (Cilindre y col.,
2010), y en especial, de estabilizacién (Vanrell, 2002), también tendran un

efecto sobre las caracteristicas espumantes.
3.3.1. Influencia de la composiciéon del vino

En la bibliografia cientifica se pueden encontrar numerosos estudios que
abordan la incidencia de los diversos componentes del vino sobre sus
propiedades espumantes (Brissonet y Maujean, 1993; Pueyo y col., 1995; Lopez-
Barajas y col., 2001; Gallart y col., 2002; Vanrell y col., 2002; Coelho y col., 2011;
Martinez-Lapuente y col., 2015). Incluso se han formulado ecuaciones

matematicas de prediccidon de las propiedades espumantes en funcion de la
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composicion quimica del vino (Lopez-Barajas y col., 1999). Sin embargo, se
puede afirmar que estos estudios no son del todo concluyentes, e incluso se
llega a conclusiones contradictorias al comparar unos estudios con otros. No
obstante, si que existe un consenso general sobre la influencia de ciertos

componentes del vino sobre sus propiedades espumantes.

En el presente apartado se aborda de manera especifica los componentes del
vino que parecen ejercer una mayor incidencia sobre las caracteristicas de la

espuma.
3.3.1.1. El etanol

Las burbujas que constituyen el collar formado sobre la superficie del vino estdn
sujetas a fendmenos de inestabilidad, como comentamos con anterioridad en el
apartado 3.1 de esta memoria. Estos mecanismos a su vez estan controlados
por la formacion de una capa de adsorcidn compuesta por las moléculas
tensoactivas presentes en el vino, que se ubican en la interfase gas/liquido de
las burbujas. Estas sustancias, de caracter anfipatico, rodean la pelicula
superficial de las burbujas ejerciendo un papel muy importante en la estabilidad

de la espuma (Bamforth, 1985; Schramm, 2005).

El etanol es una molécula tensoactiva que participa en la interfase gas/liquido
de las burbujas, ejerciendo una gran influencia sobre su estabilizacién (Hidalgo,
2011). Algunos autores han descrito que, en concentraciones bajas, el etanol
puede actuar de forma positiva sobre la estabilidad de la espuma. Tal seria el
caso de algunas cervezas (Brierley y col., 1996). No obstante en el caso de los
vinos espumosos, dado que contienen una mayor concentracion de etanol, este
ejerce siempre un efecto negativo (Dussaud y col., 1994; Girbau-Sola y col.,
2002; Esteruelas y col., 2015). De hecho, se ha descrito que a la concentracién

habitual del etanol en los vinos espumosos (entorno al 12 % v/v), este
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compuesto disminuye la tensién superficial del vino a un valor de alrededor de

49 mN/m (Péron y col., 2000).

El etanol también influye en la participacién de las proteinas y de los lipidos en
la interfase gas/liquido de las burbujas, afectando por tanto al comportamiento
espumante del vino (Vanrell, 2002). En el caso de las proteinas, el etanol actua
como agente desnaturalizante debilitando las uniones hidrofébicas entre las
cadenas proteicas (Canals, 1997; Senee y col., 1999). Y en el caso de los lipidos,
incide sobre el estado fisico en que estos puedan encontrarse en el vino

(Dussaud y col., 1994, Vanrell, 2002).

En el proceso de elaboracidon de los vinos espumosos la concentracién de etanol
se ve incrementada, respecto a la del vino base de partida, en la segunda
fermentacién. Este incremento produce una reduccidon de la espumabilidad
(HM) del vino, del orden del 50 %, y un aumento del tiempo de estabilidad de la
espuma (TS), lo que indica que este ultimo parametro se ve afectado por otros
fendmenos que tienen lugar durante la segunda fermentacion en botella

(Vanrell, 2002).
3.3.1.2. Las proteinas

Pertenecen al grupo de biomoléculas presentes en el vino, y fueron los
primeros compuestos correlacionados con las caracteristicas de la espuma
debido a sus propiedades tensoactivas (Brissonet y Maujean, 1993). Gracias a
estas propiedades, forman capas de adsorcién y estabilizan la interfase
gas/liquido a las concentraciones usuales del etanol (Bamforth, 1985; Brissonet

y Maujean, 1991; Moreno-Arribas y col., 2000).

A parte de estar implicadas en las denominadas quiebras proteicas, las

proteinas aportan untuosidad al vino, fijan los aromas e incrementan la
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formacién de espuma (Esteruelas y col., 2009a). De igual modo que participan
en la resistencia y elasticidad de la pelicula superficial que rodea a las burbujas

(Malvy y col., 1994).

Hay estudios que corroboran la existencia de una relacién entre la
concentracidon de proteinas y la calidad de la espuma de los vinos espumosos,
medida mediante el método Mosalux (Brissonnet y Maujean, 1993; Pueyo y col.,
1995; Esteruelas y col.,, 2015). La mayoria de estos trabajos indican una
correlacién positiva entre la concentracion de proteinas, y la altura maxima de
la espuma o espumabilidad (HM). Sin embargo, respecto a la altura estable o
estabilidad de la espuma (HS) los resultados no son tan claros, debido a que
algunos autores hablan de un efecto positivo (Malvy y col., 1994) y otros

describen una influencia negativa (Andrés-Lacueva y col., 1996b).

Asimismo, la eliminacién de proteinas causada durante la clarificacién con
bentonita afecta de manera drastica a las caracteristicas espumantes del vino
(Malvy y col., 1994; Vanrell y col., 2002; Vanrell y col., 2005). De forma similar,
Vanrell y colaboradores (2007) observaron que la utilizaciéon de bentonita como
coadyuvante de removido en los vinos espumosos, provocaba una fuerte
disminucion del contenido en proteinas. Este hecho daba lugar a una
disminucion significativa de los valores de HM y HS en los vinos base asi como

en los correspondientes Cavas elaborados sin adicién de benonita.
3.3.1.3. Los polisacaridos y las manoproteinas

Ademas de contribuir a las sensaciones de cuerpo y volumen en boca, los
polisacaridos también pueden influir en las caracteristicas espumantes de los
vinos espumosos, dada su influencia sobre la viscosidad del vino (Vidal y col.,

2004; Gawel y col., 2016; Culbert y col., 2017).
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Los polisacdridos presentes en el vino pueden proceder de las uvas, de las
levaduras y bacterias, de la adicién exdgena (derivados de levaduras, goma
arabiga y/o carboximetil celulosa), e incluso de hongos filamentosos como
Botrytis cinerea. Sin embargo, desde un punto de vista enoldgico y cuantitativo,
los polisacaridos mas importantes son los que provienen de las uvas y de las

levaduras (Martinez-Lapuente y col., 2013).

No obstante, no todos los polisacaridos tienen el mismo comportamiento en el
vino. Factores como la cantidad, el tamafio o el tipo de polisacarido
determinaran, en gran medida, su impacto sobre las propiedades sensoriales y
espumantes del vino (Martinez-Lapuente y col., 2013; Culbert y col., 2017).
Estudios realizados por Moreno-Arribas y colaboradores (2000) demostraron
que tanto el contenido total de polisacaridos como los polisacaridos neutros,
correlacionaban de forma significativa con la espumabilidad (HM) y la
estabilidad de la espuma (HM). En cambio, los polisacaridos dacidos no
mostraban ninguna correlacidn significativa con ninguno de estos parametros.
Por otra parte, Lopez-Barajas y colaboradores (2001) expusieron que los
polisacaridos de masas moleculares comprendidas entre 62 y 48 kDa, 13 y 11
kDa, y 3 y 2 kDa parecian incrementar los valores de la espumabilidad (HM).
Ademas, la fraccion de polisacaridos de masa molecular entre 3 y 2 kDa podria
participar ademas en la estabilidad de la espuma (HS). A su vez, Martinez-
Lapuente y colaboradores (2015) expresaron que el contenido total de
polisacaridos, asi como los polisacaridos procedentes de las uvas y de las
levaduras, no mostraban ninguna correlacién significativa con HM y HS, solo la

manifestaban con el tiempo de estabilidad de la espuma (TS).

Entre los polisacaridos del vino, destacan las glicoproteinas por su participacion

en las caracteristicas espumantes de los vinos espumosos, siendo su efecto aln
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mas acusado que el de las proteinas (Martinez-Lapuente y col., 2015). Entre las
glicoproteinas que podemos encontrar en el vino, las manoproteinas de
levadura, liberadas durante la fermentacién y especialmente la autolisis, han
sido estudiadas en los ultimos afios por su capacidad de mejorar las
propiedades espumantes de los vinos espumosos (Nufiez y col., 2005, 2006;

Coelho y col., 2011; Pérez-Magarifio y col., 2015).

Es un hecho generalmente aceptado que los vinos espumosos elaborados por el
método tradicional y sometidos a largas crianzas dan lugar a una espuma muy
persistente, y a una efervescencia muy integrada. Este efecto ha sido
relacionado con el enriquecimiento en manoproteinas que sufren estos vinos
como consecuencia de la autolisis (Pérez-Magarifio y col., 2015). No obstante, la
crianza sobre lias conlleva un importante coste econdmico y de tiempo. Por
esta razén, se ha propuesto el uso de derivados de levaduras para enriquecer,
de forma mas rdpida, los vinos espumosos en manoproteinas (Nufiez y col.,

2006; Rodriguez-Nogales y col., 2012; Pérez-Magarifio y col., 2015).

Estudios realizados por Nufez y colaboradores (2005 y 2006) ponen de
manifiesto que el enriquecimiento de un vino espumoso con un extracto
térmico de manoproteinas, contribuye a mejorar sus propiedades espumantes.
Otros autores obtuvieron asimismo resultados similares (Vanrell y col., 2005;

Marti-Raga y col., 2016).

Por el contrario, Pérez-Magarifio y colaboradores (2015) exhibieron que la
adicion de productos comerciales, enriquecidos en manoproteinas, durante el
envejecimiento de los vinos espumosos, no modificaban, en general, las
caracteristicas espumantes de los vinos. Sin embargo, hay que tener en cuenta

que estos autores elaboraron los vinos espumosos con una dosificacion de
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bentonita, como coadyuvante de tiraje, cinco veces superior a la habitual (10

g/hl), lo que podria explicar los resultados obtenidos en el estudio.
3.3.1.4. Los lipidos

Se ha descrito que los lipidos intervienen en el aroma y sabor de los vinos,
aunque los resultados son contradictorios en cuanto a sus efectos sobre la
espumabilidad (Hidalgo, 2011). La mayoria de los estudios existentes en la
bibliografia, que abordan su influencia sobre la espuma, estan llevados a cabo
en cerveza (Bamforth, 1985; Dussaud y col., 1994; Bravi y col., 2014), siendo
pocos los trabajos que tratan este efecto en los vinos espumosos (Pueyo y col.,

2000; Robillard, 2002; Vanrell y col., 2002).

Dussaud y colaboradores (1994) estudiaron el comportamiento de la espuma
cuando se anadia una mezcla de lipidos comerciales a vinos base, con diferentes
concentraciones de etanol (2 %, 5 % y 11,3 % v/v). Demostraron que para una
concentracién del 11,3 % v/v la adicién de lipidos comerciales no afectaba de
forma significativa a la calidad de la espuma, rigiéndose principalmente por la

concentracion de etanol.

Por otra parte, Brissonet y Maujean (1991) expusieron que los lipidos de cadena
corta se concentraban en la espuma del vino. Este hecho llevé a pensar que los
lipidos en el vino no se hallan formando micelas sino que se encuentran
disueltos por el efecto del etanol, y/o formando complejos con otras moléculas

como los glucidos o las proteinas (Dussaud y col., 1994).

También Vanrell (2002) experimenté con afadir determinados acidos grasos
(C12 y C18:1) al vino, a una concentracién de 10 mg/L, para estudiar su
influencia sobre la espuma. Observé que ambos acidos grasos provocaban un

descenso de la espumabilidad (HM), siendo auin mas acusada para el acido C12.
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Respecto a la estabilidad de la espuma (HS) resulté ser incrementada, de forma
leve y en igual proporcién, para los dos acidos grasos. El principal cambio se
percibié para la estabilidad de la espuma (TS), la cual experimentd un declive

muy drastico, y con igual tendencia al afiadir uno u otro acido graso.

Por otro lado, estudios de Pueyo y colaboradores (1995) permiten afirmar que
el dcido C18:3 y el acido C16 eran muy buenos estabilizadores de la espuma,
tanto para vino como para Cava. Gallart y colaboradores (2002) demostraron
que la espumabilidad (HM) se correlacionaba de forma negativa con la
presencia de los acidos grasos libres C8, C10 y C12, existiendo una correlacion
positiva con HM cuando los acidos grasos se encontraban como ésteres etilicos.
Para el caso de la estabilidad de la espuma (HS) y el tiempo de estabilidad (TS),

no encontraron diferencias significativas.

Se puede concluir, por tanto, que los resultados publicados hasta ahora son
discordantes, siendo necesaria la realizacion de mas estudios que profundicen

en la contribucion que los lipidos puedan ejercer sobre la espuma del vino.
3.3.2. Influencia de la variedad vinifera

Las regiones productoras de vinos espumosos a nivel mundial utilizan distintas
variedades de uva para elaborar sus vinos. La variedad de uva es considerada
como uno de los factores principales que influyen en el caracter de los vinos
espumosos, junto con la ubicacién del vifiedo y la autolisis de la levadura (De La

Presa-Owens y col., 1998).

Tradicionalmente, los vinos espumosos de la D.O. Cava se elaboraban en
general con las variedades blancas Macabeo, Xarel-lo y Parellada. Sin embargo,
en las ultimas décadas han cobrado relevancia otras variedades de uva como la

variedad blanca Chardonnay y la variedad tinta Pinot Noir. Ademas, los
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elaboradores de vino consideran que estas dos ultimas variedades dan lugar a
vinos espumosos con mejores propiedades espumantes, y de hecho hay
evidencias cientificas que lo confirman (Andrés-Lacueva y col., 1996a; Marchal y

col., 2001).

Estudios llevados a cabo por Andrés-Lacueva y colaboradores (1996a), sobre el
efecto de la variedad y del coupage en la elaboracion del Cava, concluyeron que
la variedad de uva seleccionada es una variable decisiva en la espumabilidad del
vino. Asimismo comprobaron que los vinos elaborados con la variedad
Chardonnay presentaban los valores mds altos de espumabilidad (HM) y
estabilidad de la espuma (HS), con menores valores de tiempos de estabilidad
(TS) con respecto a otros vinos elaborados con variedades como Macabeo,
Xarel-lo y Parellada. Del mismo modo, las mezclas elaboradas con la variedad
Chardonnay dieron un valor de HM superior al de las mezclas realizadas sin
incluir esta variedad. Igualmente, LOpez-Barajas y colaboradores (1997)
demostraron que los mostos varietales de Chardonnay presentaban las mejores
propiedades espumantes. Sin embargo, dicha espumabilidad no fue
representativa de los valores de HM de sus correspondientes vinos base,

variando estos en funcion del afio de cosecha (Lopez-Barajas y col., 1998).

También, Vanrell y colaboradores (2007) demostraron que los vinos base de
Chardonnay y Pinot Noir (elaborado como Blanc de Noirs) presentaban valores
de HM y HS superiores, de forma significativa, a los elaborados con las
variedades tradicionales, y lo correlacionaban con un mayor contenido en

proteinas.

En los ultimos afios, otras variedades blancas espanolas como el Verdejo,
Malvasia Riojana, Albarin, Godello, Garnacha y Prieto Picudo han sido

recomendadas para la elaboracién de vinos espumosos de alta calidad. Ademas,
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Prieto Picudo, Albarin y Verdejo han sido consideradas como las variedades mas
prometedoras por presentar un perfil sensorial muy pronunciado (Martinez-
Lapuente y col., 2013). Asimismo, los vinos espumosos elaborados con estas
tres variedades, incluyendo la variedad Viura, han dado los valores mas altos de

HM, HS y TS (Martinez-Lapuente y col., 2015).
3.3.3. Influencia del estado sanitario

Es generalmente aceptado que la presencia de podredumbre gris (enfermedad
causada por el hongo Botrytis cinerea) en la vendimia, afecta a la calidad de la
espuma. Por esta razon, la D.O. Cava limita los niveles de acido glucénico,
considerado como un marcador de la presencia de Botrytis cinerea (Canals y
col., 2010), a 600 mg/L para evitar que los vinos de uvas muy afectadas se

utilicen en la elaboracion del Cava.

Marchal y colaboradores (2001) estudiaron el efecto de distintos niveles de
infeccidn por Botrytis cinerea (0, 20 y 40 %), sobre las propiedades espumantes
de diferentes Champagnes (elaborados con Chardonnay, Pinot Noir y Pinot
Meunier). Demostraron que cuando el grado de infeccion aumentaba las
propiedades espumantes de los vinos decrecia, debido a la secrecion de
proteasas por parte del hongo Botrytis cinerea (Hong y col., 2011), que
degradan las proteinas de la uva. Del mismo modo, Esteruelas y colaboradores
(2015) confirmaron que la espumabilidad (HM) correlacionaba de forma

negativa con la concentracidn de acido gluconico.

Por todo lo expuesto, se puede concluir que el control sanitario de la vendimia

es un factor de extrema importancia en la elaboracion de vinos espumosos.
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3.3.4. El grado de madurez de la uva

El grado de madurez de las uvas es uno de los factores mas importantes de cara
a la calidad del vino. Normalmente es definido por el endlogo en funcién de la
variedad, lugar de crecimiento de la uva o del tipo o estilo de vino que se
elaborard (madurez tecnoldgica). Asi, las caracteristicas del mosto obtenido
estaran condicionadas por este grado de madurez que a su vez fijara otros
pardmetros, como la concentracion de azlcares, la acidez total o el pH, ademas
de la concentracién de otras sustancias como las proteinas, los polisacdridos o

los polifenoles (Hidalgo, 2011).

Lépez-Barajas y colaboradores (1997) comprobaron que el comportamiento de
la espuma de los mostos estudiados, dependia del afio de cosecha. Ademas,
concluyeron que los mostos que presentaban un indice de maduracién,
entendido como la relacién entre el contenido de sélidos solubles (° Brix) y la
acidez titulable (gramos de 4cido tartdrico por litro de mosto), entre 4 y 5,5

proporcionaban las mejores propiedades espumantes.

También, Esteruelas y colaboradores (2015) estudiaron el efecto de la madurez
de la uva en tres variedades de uva (Macabeo, Xarello, Parellada y
Chardonnay). Este estudio se efectud durante dos vendimias, y los mostos con
diferente nivel de madurez fueron igualados en contenido de azucar y acidez,
con el objetivo de determinar el efecto de la madurez sin que el contenido en
etanol y la acidez de los vinos influyesen en el estudio. Los resultados
mostraron que las vendimias menos maduras generaban vinos base y Cavas con

mejores propiedades espumantes.

Por tanto, se puede afirmar que, por norma general, un exceso de madurez es
negativo para la calidad de la espuma, y que este hecho incluso no solo se debe

a un mayor contenido en alcohol de las vendimias mas maduras.
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3.3.5. Las condiciones de elaboracion

No solo la composicion quimica de un mosto o un vino determinan las
caracteristicas espumantes del vino, también la metodologia empleada durante
su elaboracion afecta a su comportamiento espumante. Ademas, la
composicion quimica también se ve influenciada por otros aspectos como las
operaciones pre y post-fermentativas realizadas durante la elaboracién del

vino.

Teniendo en cuenta el papel de las proteinas en las propiedades espumantes,
durante el proceso de prensado se debe evitar la extraccion de compuestos
fendlicos de las partes sélidas de la uva, ya que estos pueden reaccionar con las
proteinas del mosto y provocar su eliminacion, afectando de forma negativa a la

espumabilidad del vino base (Hardy, 1992).

En la region de Champagne (Francia) se ha comprobado que alrededor del 5 %
del mosto obtenido al principio del proceso presenta valores de HM, HS y TS
casi nulos, dando los valores maximos al final del primer ciclo de prensado
(Poinsaut, 1991). Por esta razon, los primeros litros de mosto nunca se incluyen
en la Cuvée. Con esto se puede concluir que, ademas de sustancias favorables
para la espuma, el mosto debe contener sustancias con propiedades

antiespumantes.

Tras el proceso de prensado, el mosto presenta un aspecto turbio. En la
elaboracién de vinos blancos (que es la misma que para vinos espumosos), el
vino debe estar completamente limpio. Es una forma de prevenir que las
sustancias presentes en las pieles, semillas o peciolos se solubilicen y aporten
notas vegetales y amargas al vino (Hidalgo, 2011). Con el desfangado, que
radica en la sedimentacion espontanea de dichas particulas sélidas, se consigue

un vino limpio. Sin embargo, en ocasiones, y para acelerar este proceso, se
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adiciona, de forma controlada, al mosto diferentes productos con capacidad
para flocular, sedimentar y arrastrar las particulas que se encuentran en
suspension. Ademas, estos productos pueden tener también un efecto

estabilizante y suponer, en algunos casos, una mejora a nivel organoléptico.

De entre todos los tratamientos existentes para la clarificacién, nos
centraremos a continuacién en explicar el uso del carbdn activo y la bentonita.
Ambos clarificantes son muy utilizados en la AOC Champagne, dado que
elaboran de forma mayoritaria vinos blancos a partir de uvas tintas como Pinot

Noir y Pinot Meunier (Blanc de Noirs).

En enologia, el carbdn activo se utiliza para reducir de forma selectiva el color
de los mostos y los vinos, evitar el pardeamiento de los vinos blancos, y
eliminar olores desagradables, por adsorcion especifica de las moléculas
responsables (Hidalgo, 2011). Por tanto, es una técnica muy aplicada para
decolorar vinos blancos con tonalidades amarillo-paja o amarillo-rosaceo, y en
la elaboracion de los vinos Blanc de Noirs, para corregir una extraccion excesiva

de color.

La bentonita es una arcilla del tipo de montmorillonita que se caracteriza por
ser un intercambiador de cationes. En el mosto, se utiliza durante el
desfangado, al facilitar la clarificacion por eliminacién de ciertos coloides; y en
vinos, su principal funcién es la de eliminar las proteinas responsables de la
quiebra proteica (Hidalgo, 2011). En la elaboracién de vinos espumosos, la
bentonita es un elemento esencial durante la etapa de removido, al facilitar la

sedimentacion y la separacion de las lias.

Existe un estudio comparativo, llevado a cabo por Maujean y colaboradores
(1990), sobre el efecto que provoca la adicion de carbdén activo o bentonita

sobre las propiedades espumantes del vino. En este trabajo observaron que
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anadidos en iguales dosis, el carbén activo tiene un efecto negativo aun mas
acusado que la bentonita sobre la espumabilidad (HM). En cambio, la

estabilidad de la espuma (HS) se ve favorecida con el uso del carbén activo.
3.3.6. Las levaduras y el tiempo de crianza sobre lias

En la elaboracién de un vino espumoso por el método tradicional, la cepa de
levadura utilizada para llevar a cabo la segunda fermentacion afecta a su
posterior proceso de autolisis y por tanto, a la composicion final del vino
(Alexandre y Guilloux-Benatier, 2006). Las principales diferencias entre las cepas
de levadura no solo radican en la velocidad de la autolisis, sino también en la
cantidad y la naturaleza de los compuestos liberados al medio durante este

proceso (Feuillat y Charpentier, 1982).

Marti-Raga y colaboradores (2016) estudiaron el efecto de diferentes cepas de
levadura (PDM, ARM y P29) y el tiempo de crianza sobre las propiedades
espumantes en la elaboracion de vinos espumosos. Concluyeron que tanto la
cepa de levadura como el tiempo de envejecimiento influyen de forma
significativa sobre los valores de HM y HS. Para un mismo periodo de crianza,
los vinos base fermentados con la cepa P29 obtuvieron los valores mas altos de
HM, y los vinos fermentados con la cepa PDM mostraron los valores mas
elevados de HS a los nueve meses de envejecimiento. En relacién al efecto del
tiempo de crianza sobre las caracteristicas espumantes, HM y HS disminuyeron
a los nueve meses de crianza con respecto al vino base. Sin embargo, al
incrementar el tiempo de crianza a dieciocho meses, HM decrecio y HS se vio
incrementada. Finalmente, la ampliacion del tiempo de envejecimiento
compensé las diferencias de espumabilidad entre las cepas seleccionadas, no

observandose diferencias significativas en HM, pero en especial en HS.
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Por otra parte, Pérez-Magarifio y colaboradores (2015) estudiaron como afecta
el tiempo de crianza sobre lias a la espumabilidad de los vinos espumosos
(blancos y rosados). Comprobaron que el tiempo de crianza mejoraba los
parametros de la espuma (HM, HS y TS) hasta los 18 o 30 meses. Del mismo
modo, Andrés Lacueva y colaboradores (1996a y 1997) y Moreno-Arribas y
colaboradores (2000) observaron que las propiedades espumantes dependian
del tiempo de envejecimiento, aumentando la espumabilidad (HM) vy la
estabilidad de la espuma (HS) a los 18 meses de crianza sobre lias. A partir de
ese tiempo, los vinos mostraban una disminucién en HM y un aumento en HS,
afirmando asi que el tiempo dptimo de envejecimiento para lograr una espuma
de calidad es de 18 meses. Estos autores ademas sugirieron que el incremento
de HM podria ser debido al proceso de autolisis de las levaduras, de acuerdo

con los resultados obtenidos por Maujean y colaboradores (1990).

4. Preparados de levaduras secas inactivadas

La crianza del vino sobre lias es una técnica de envejecimiento tradicional, que
tuvo su origen en la elaboracién de vinos blancos fermentados en barrica en
Borgofia (Francia). Mas tarde fue aplicada a la elaboracion de vinos espumosos

naturales (Champagne, Cava) y a vinos de crianza biolégica como los de Jerez.

Hoy en dia la crianza sobre lias es una herramienta tecnolégica muy extendida
en todas las zonas vitivinicolas, al producir vinos mas equilibrados y finos, de

mayor complejidad aromatica y cualidades gustativas (Herndndez y col., 2006).

La importancia de envejecer un vino sobre lias radica en que durante este

periodo tiene lugar la autolisis de las levaduras, liberdndose una importante
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dotacion enzimatica intracelular en respuesta a determinadas sefales

bioquimicas que preceden a la muerte celular.

La autolisis comienza con el fin de la fase de fermentacidon tumultuosa. En esta
etapa, el contenido en nutrientes es reducido y las células pierden
progresivamente la capacidad para multiplicarse. En este estado, los
constituyentes celulares de las levaduras empiezan a autodegradarse, por
accién enzimatica, cediendo moléculas y biopolimeros al medio y como

resultado, la composicién quimica del vino se ve modificada.

Compuestos como polisacaridos, proteinas, péptidos y aminoacidos libres,
lipidos, nucledtidos y nucleésidos (Comuzzo y col., 2015) son liberados, siendo,
segun algunos estudios publicados, los responsables de la estabilidad del color,
la disminucion de la astringencia, la proteccidn del vino frente a la oxidacion o
de una mayor complejidad aromatica y “flavor” del vino (Pozo-Baydn y col.,

2009).

Sin embargo, la autolisis natural de las levaduras es un proceso lento y costoso
gue requiere afos incluso para completarse, no estando exento de riesgos
microbioldgicos y organolépticos. Por esta razén, en los Ultimos afios estd
ganando interés el uso de preparaciones comerciales que incluyan en su
composicion productos liberados durante la autolisis de las levaduras, con el fin
de conseguir efectos similares a los obtenidos durante la crianza sobre lias.
Actualmente, estos preparados a base de levaduras secas inactivadas (LSI) son
comercializados por diferentes empresas del sector biotecnoldgico, siendo

comunmente utilizados por la industria enoldgica.

Los preparados de LSI que pueden encontrarse en el mercado son
principalmente levaduras inactivadas, autolisados de levaduras, paredes o

cortezas de levaduras y extractos de levaduras. Todos ellos se incluyen bajo el
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nombre genérico de preparados de LSI, aunque dependiendo de la casa
comercial que los suministre pueden recibir diferentes nombres. No obstante, a
lo largo de esta memoria emplearemos el término de preparados de LSI para

referirnos a todo este tipo de productos.
4.1. Produccion de preparados de LSI

El proceso de produccidn de derivados de levadura consiste en hacer crecer una
cepa de levadura vinica Saccharomyces cerevisiae seleccionada, en un medio
rico en azulcares y en condiciones aerobias. Tras la obtencion de la biomasa, las
levaduras crecidas son recogidas, lavadas y sometidas al proceso de lisis
(autolisis, termdlisis, plasmolisis o hidrdlisis acida), siendo la autolisis el mas
utilizado (Comuzzo y col., 2012). Durante esta etapa tiene lugar la degradacién
celular de las levaduras por sus propias enzimas, en condiciones de pH y
temperatura controladas. También es posible afiadir enzimas de degradacion al
medio (proteasas y/o B-glucanasas), para acelerar el proceso de disrupcién
celular (Comuzzo y col., 2012). Transcurrida la autolisis, se pueden obtener
diferentes preparados de LSI, en concreto, levaduras inactivadas, autolisados,

extractos y cortezas de levadura (Andujar-Ortiz, 2011).

Las levaduras inactivadas se obtienen por inactivacién térmica de las levaduras
y posterior secado, tratandose por tanto de levaduras inviables y sin capacidad
fermentativa. Al destruirse los enzimas responsables del proceso de autolisis
durante la inactivacién térmica, son preparados que prescinden de la
degradacion de los componentes celulares de la autolisis. Los autolisados de
levadura se consiguen por secado de todo el lisado, y estdn compuestos por una
fraccion soluble formada en su mayoria por contenido citoplasmatico
(aminoacidos, péptidos, etc.), y wuna fraccion insoluble compuesta

principalmente por las paredes y membranas celulares de la levadura. Los
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extractos de levadura, por el contrario, se adquieren mediante la degradacion
total del contenido citoplasmatico durante la autolisis, y posterior separacién
de la fraccidn insoluble. Y por ultimo, las cortezas de levadura se obtienen por
centrifugacion de los extractos de levaduras y posterior descarte de la fraccion

soluble (Comuzzo y col., 2012).

La fabricacion de preparados de LSI concluye con la etapa de secado, donde
“roller drying” o “spray drying” son los procesos de secado mas habituales. El
producto final obtenido es un sdélido en forma de polvo facilmente dosificable

en el vino.

De entre todas estas preparaciones comerciales, cabe destacar las
manoproteinas por ser objeto de muchos estudios cientificos. Las
manoproteinas son glucoproteinas que constituyen la capa externa de la pared

celular de las levaduras enoldgicas, en especial de Saccharomyces cerevisiae.

Las manoproteinas de levaduras comerciales se obtienen a partir de la pared
celular de las levaduras, o de las levaduras secas activadas enteras por
tratamientos enzimaticos o fisico-quimicos. Respecto a los autolisados o
extractos de levaduras, son productos que han sido sometidos a tratamientos
de purificacién adicionales (Comuzzo y col., 2012). Los diversos procesos
empleados para su obtencidn junto con la heterogeneidad de este grupo de
compuestos, hacen que muchas de estas preparaciones comerciales difieran en
peso molecular y en composicién quimica (porcentaje de azucar, proteina,
aminodcidos, etc.). Aun asi son uno de los aditivos mas utilizados en vinificacion
para mejorar los procesos tecnoldgicos, y las caracteristicas sensoriales de los

vinos (Pozo-Baydn y col., 2009).
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4.2. Aplicaciones de los preparados de LSI en vinificacion

La finalidad de estos preparados de LS| en vinificacidon es mejorar los procesos
tecnoldgicos, las caracteristicas organolépticas de los vinos y la eliminacién de
agentes contaminantes de los mismos. Por ello, y dependiendo de su funcién en
el vino, cada preparado comercial de LS| presenta una composicién especifica,
en cuanto a su contenido en pared celular, manoproteinas solubles y
compuestos especificos, tales como micronutrientes, esteroles, glutation, etc

(Andujar-Ortiz, 2011).

Aunque todos estos productos derivados de la levadura prometen mejoras muy
especificas en el vino, existen pocos estudios cientificos que evaliuen sus

efectos.

En las siguientes secciones se describiran las diferentes aplicaciones de los
preparados comerciales de LS| y sus efectos en el vino, teniendo en cuenta la

evidencia cientifica actual relacionada con su modo de accion.
4.2.1. Efectos sobre la fermentacion alcohdlica

En la actualidad, una de las principales aplicaciones de los preparados de LS| es
mejorar los procesos fermentativos del vino. Como potenciadores de la
fermentacion, su accién se basa en dos mecanismos de accidon diferentes: el
primero esta relacionado con el efecto protector que ejercen las LSI durante la
hidratacion de las levaduras secas activas (LSA), y el segundo, con su capacidad
para estimular las fermentaciones alcohdlica y malolactica (Pozo-Baydn y col.,

2009).

Durante los procesos de secado y rehidratacién de las LSA, las membranas de
las levaduras pueden sufrir dafios al estar sometidas a cambios estructurales y a

transformaciones funcionales (Beker y col., 1984), pudiendo llegar a perder
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hasta un 30 % de determinados compuestos intracelulares, por incrementarse

la permeabilidad de su membrana plasmatica.

Existen diversos preparados comerciales de LSI capaces de liberar esteroles y
acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) cuando son afadidos al agua de
rehidratacién (Andujar-Ortiz, 2011). Los esteroles se incorporan a la membrana
plasmatica de las LSA mejorando su composicion lipidica y reparando los
posibles dafios. Por otro lado, los PUFAs reducen el choque osmético de las LSA
ocasionado por el alto contenido en azucares del mosto, y favorecen la
adaptacion metabdlica de las células a las nuevas condiciones (Caridi, 2002). Por
tanto, mediante el uso de LS|, durante el proceso de hidratacion de las

levaduras secas activas, se puede mejorar la viabilidad de las levaduras.

No obstante, para que la fermentacion alcohdlica se desarrolle con éxito se
requiere una cantidad minima de nitrégeno en el medio, para que las levaduras
puedan formar sus estructuras celulares y reproducirse. Una deficiencia en
nitrégeno facilmente asimilable (NFA) puede conducir a una disminucién de la

velocidad de la fermentacion, e incluso a paradas de la misma (Kunkee, 1991).

Por esta razdn, en los ultimos anos se ha extendido el uso de preparados de LSI
como fuente de nitrégeno orgdnico (aminodcidos principalmente). En su
mayoria, estas preparaciones comerciales estan formadas por una fraccién
soluble (metabolitos citoplasmaticos) y una fraccién insoluble (paredes de
levadura y celulosa), ademds de contener vitaminas y minerales. La diferente
composicion de este tipo de preparados hace que tengan diferentes efectos en
la fermentacién. En este sentido se ha comprobado que la adicién de
preparados de LSI a mostos sintéticos deficientes en nitrégeno (NFA<150 mg/L),
promueve la fermentacidn alcohdlica debido al aporte de compuestos

nitrogenados (Feuillat y Guerreau, 1996).
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Ademds de servir como fuente nutricional al mosto, los preparados de LSI
aportan esteroles y acidos grasos de cadena larga que son utilizados por las
levaduras como activadores de crecimiento. Ambos compuestos se encuentran
de forma natural en el mosto, pero durante el proceso de desfangado su
concentracion se ve reducida. En condiciones anaerobias las levaduras no son
capaces de sintetizar esteroles y acidos grasos (Ciesarovd y col., 1996; Valero y

col., 1998), pero si pueden incorporarlos de manera exdgena.

Por ultimo comentar que los preparados de LSI, como activadores de la
fermentacidén alcohdlica, también pueden suplementar al mosto en vitaminas y
minerales (Pozo-Bayon y col., 2009), estimulando asi el crecimiento de la
levadura Saccharomyces cerevisiae y actuando como cofactores de las

reacciones enzimaticas (Andujar-Ortiz, 2011).

Otra de las funciones de los preparados de LSI es la de eliminar compuestos
toxicos. Los primeros preparados de LS| propuestos para tal fin fueron las
paredes o cortezas de levadura. Al pH del vino, las manoproteinas, que forman
las paredes de las levaduras, se encuentran con carga negativa, pudiendo
establecer interacciones electrostaticas e idnicas con otros compuestos (Caridi,
2006). Entre los compuestos que son capaces de adsorber se encuentran los
productos fitosanitarios, los acidos grasos de cadena corta y los compuestos
inhibidores del crecimiento de Saccharomyces cerevisiae (Lafon-Lafourcade y

col., 1984; Feuillat y Guerreau, 1996).
4.2.2. Efectos sobre la fermentacion malolactica

La fermentacion malolactica (FML) del vino es un proceso esencial en vinos
tintos y en algunos vinos blancos donde la acidez es excesiva. Los preparados de
LSI que se comercializan para la FML aportan una mayor disponibilidad de

nutrientes, una estimulacion del crecimiento de las bacterias lacticas (BAL), y
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una reduccién del tiempo necesario para que se complete la FML. En su
composicion, estos preparados pueden incluir levaduras inactivadas ricas en
aminoacidos, minerales, cofactores y vitaminas, asi como celulosa para
mantener las BAL en suspensidon y complementar la adsorcion de compuestos

toxicos (Andujar-Ortiz, 2011).

La estimulacion que producen los preparados de LSI respecto al crecimiento de
las BAL podria deberse al suplemento nutricional, en aminodcidos y péptidos,
que proporcionan al vino (Guilloux-Benatier y Chassagne, 2003). En lo que se
refiere a la eliminacidon de sustancias toxicas, las responsables de este efecto
podrian ser las paredes de levadura, por su poder de adsorcion, incluidas

también en estos preparados (Guilloux-Benatier y col., 1995).
4.2.3. Estabilizacion tartarica y proteica

La quiebra proteica y la cristalizacidon de las sales del acido tartarico son dos
alteraciones fisicoquimicas del vino que dan lugar a precipitaciones en el

producto final.

La quiebra proteica se debe a la presencia de proteinas de bajo peso molecular
(10-30 kDa), principalmente quitinasas, thaumatin-like proteins y B-glucanasas

(Esteruelas y col., 2009b) consideradas inestables.

Existen numerosos tratamientos para las quiebras proteicas (precipitantes,
adsorbentes, hidrolizantes o estabilizantes), entre los que cabe destacar la
eliminacion de las proteinas por adsorcion mediante el uso de bentonita. Sin
embargo, el empleo de bentonita como clarificante mineral no estd exento de
ciertas desventajas, como son la eliminacidon de compuestos responsables del
aroma (Martinez-Rodriguez y Polo, 2003; Pozo-Baydn y col., 2003) o la merma

del vino debido a las altas dosis de bentonita requeridas para su estabilizacion.
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En la busqueda de alternativas al uso de bentonita se encuentran el éxido de
zirconio (Salazar y col., 2006), las enzimas proteoliticas (Marangon y col., 2012)

o el uso de manoproteinas (Dufrechou y col., 2015).

Las manoproteinas comerciales fueron propuestas para mejorar la quiebra
proteica, al demostrarse que los vinos blancos envejecidos sobre lias mostraban
una mayor estabilidad frente a las proteinas como consecuencia de la liberacién
de manoproteinas (Ledoux y col., 1992). Sin embargo, el mecanismo de accion
de las manoproteinas frente a la quiebra proteica no esta del todo claro,
aunque ha sido asociado a la actividad invertasa de la levadura Saccharomyces

cerevisiae (Moine-Ledoux y Dubourdieu, 1999).

La inestabilidad tartarica esta relacionada con la presencia en el vino del acido
tartarico, uno de los acidos mayoritarios de los vinos y el mas abundante de los
acidos organicos de las uvas. Durante la vinificacién y en presencia de los
cationes calcio y potasio, este acido puede llegar a insolubilizarse de forma
parcial formando cristales de sales de tartrato, a las temperaturas normales de

almacenamiento de los vinos.

Tratamientos como la adiciéon al vino de inhibidores de la cristalizacién
(carboximetilcelulosa) o el uso del poliaspartato de potasio han sido utilizados
para evitar las cristalizaciones tartaricas, aunque no todos ellos estan exentos
de inconvenientes. También se ha comprobado que la adicion de
manoproteinas comerciales, durante este proceso, inhibe estas cristalizaciones

al provocar cambios morfoldgicos en las sales del acido tartarico (Caridi, 2006).

A parte de las manoproteinas comerciales, existen otros preparados de LSI,
basados en autolisados de levaduras, que pueden asimismo mejorar la
estabilizacidn proteica y tartarica, al incluir en su composicion manoproteinas

de levadura (Andujar-Ortiz, 2011).
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No obstante, a pesar de considerar a las manoproteinas como un tratamiento
estabilizante tanto de proteinas como de las sales del acido tartdrico, su
utilizacion no garantiza su estabilidad, siendo necesario ademas el uso de otros

tratamientos adicionales (Zamora, 2005).
4.2.4. Efecto de las LSl sobre el aroma y el color de los vinos blancos y rosados.

Una de las aplicaciones que mayor interés ha suscitado, por parte de la
industria enoldgica, es la utilizacion de preparados de LSI para mejorar las
caracteristicas organolépticas del vino. Asi, en el mercado se encuentran
preparados comerciales de LSI para vinificaciones en blanco y rosado o para
vinificaciones en tinto, aunque algunos de ellos no son especificos para un

determinado tipo de vino.

Los preparados indicados para vinificacién en blanco y rosado suelen incluir
glutatién en su composicion, y estan indicados especialmente en preservar el
aroma y el color de los vinos a lo largo de su envejecimiento en botella.
Ademas, ciertos preparados de LSI indicados para vinos blancos contienen
polisacaridos en su formulacion, con la finalidad de aumentar el volumen en
boca de los vinos. Para vinificacidn en tinto, se recomiendan preparaciones que
presenten también polisacaridos, ya que segun los fabricantes pueden ser utiles
para estabilizar el color durante la crianza y modular la astringencia de los vinos

(Andujar-Ortiz, 2011).

Las levaduras secas inactivadas ricas en glutation (g-LSI) han sido propuestas
para proteger la calidad organoléptica del vino, durante su almacenamiento,
por su alto contenido en glutation (GSH). Compuestos como ésteres, terpenos y
tioles ven disminuida su concentracidon durante el envejecimiento del vino,
ocasionando una pérdida aromatica del mismo (Papadopoulou y col., 2008). Por

tanto, en los ultimos afios ha aumentado el interés en la utilizacién de las g-LSI
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debido a las propiedades antioxidantes atribuidas al glutation, y en el papel que
puede desempeiiar este compuesto en la conservacion de la calidad

organoléptica de los vinos.

Sin embargo, la forma reducida del glutation (GSH) es muy inestable en el vino
(facil oxidacion, rdpida combinacién con polifenoles, etc.). Por esta razén, el
papel de las g-LSI en la preservacion del aroma de los vinos podria atribuirse a
otros compuestos diferentes al GSH. Rodriguez-Bencomo y colaboradores
(2014) demostraron que las LS| (tanto las enriquecidas en GSH como las que no
lo contienen), presentan péptidos de pequefio tamafio que exhiben una
capacidad antioxidante incluso mayor que el GSH. Por tanto, el efecto
antioxidante atribuido a las g-LSI podria deberse fundamentalmente a estos
péptidos, siendo también eficaces en la conservacion de algunos terpenos
durante el envejecimiento de un vino modelo. Por tanto, a la vista de estos
resultados, se precisa la realizacion de mas estudios que evaluen el papel de las

g-LSI (y el del glutatién en si).

En vinos rosados jovenes se ha observado que la adicidon de g-LSI durante su
envejecimiento ejerce un impacto directo sobre su perfil volatil. Asi, estos vinos
son mas intensos en cuanto a aromas frutales, lo que podria estar relacionado
con la proteccién de algunos de estos compuestos aromaticos frente a la

oxidacion (Andujar-Ortiz y col., 2014).

A parte de preservar el aroma de los vinos, los preparados de g-LSI también
estan indicados para proteger el color de los vinos blancos y rosados con el paso
del tiempo. El papel que ejerce el glutatién frente al color de los vinos esta
relacionado con el pardeamiento de mostos y vinos. El glutatién reacciona con
la o-quinona del acido caftarico formando el acido 2-S-glutationilcaftarico o GRP

(Grape Reaction Product), paralizando la reacciéon de la o-quinona del acido
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caftarico con otros compuestos, y evitandose asi la formacién de pigmentos de

color pardo (Ferreira-Lima y col., 2016; Webber y col., 2017).

Igualmente, el GSH puede competir por la o-quinona del acido caftarico con los
tioles varietales del vino (4-mercapto-4-metilpentan-2-ona (4MMP), acetato de
3-mercaptohexilo (3MHA) y 3-mercaptohexan-1-ol (3MH), caracteristicos de
vinos blancos como Sauvignon blanc y Verdejo, protegiendo su aroma
(Tominaga y col., 1998, Campo y col., 2005). La suplementacion con g-LSI podria
por tanto preservar la componente aromatica que aportan estos compuestos al
vino, evitando su oxidacidn. Por esta razén, los preparados de g-LSI que se
comercializan estdn recomendados para vinos blancos y rosados que procedan
preferentemente de variedades ricas en tioles volatiles. Sin embargo, no hay
trabajos cientificos que demuestren el efecto de estos preparados sobre la

composicion volatil de los vinos.

4.2.5. Efecto de los preparados de LSI sobre el color, la composicion fenolica y

la astringencia de los vinos tintos

Para vinificaciones en tinto, las preparaciones comerciales de LSI recomendadas
suelen incluir en su composicién levaduras inactivadas. Estas levaduras
inactivadas son capaces de liberar polisacaridos (concretamente
manoproteinas), que estan relacionados con una mejora de la estabilizacién del

color de los vinos tintos durante la crianza.

En este sentido, Escot y colaboradores (2001) demostraron que las
manoproteinas liberadas por diferentes cepas de LSA durante la fermentaciény
la autolisis de las levaduras, formaban complejos con las antocianinas evitando
su precipitacion y estabilizando el color. Por el contrario, otros trabajos
cientificos llevados a cabo demostraron que la adicién de un preparado LSI rico

en manoproteinas para vinificaciones en tinto no mejoraba la estabilidad del
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color de los vinos, sino que mostraban un color similar o incluso inferior al del
vino control (Guadalupe y col., 2007; Nikfardjam y Pickering, 2008). Esto podria
deberse a la precipitacion de los complejos formados entre las manoproteinas y

los polifenoles (Guadalupe y Ayestardn, 2008).

Por otra parte, Gonzdlez-Royo y colaboradores (2013) demostraron que la
suplementacién con levaduras inactivadas durante la fermentacion alcohdlica
causaba una ligera disminucién del color. Sin embargo, esta pérdida de color no

fue detectable mediante analisis sensorial.

Una de las aplicaciones mas frecuentes para la que son utilizados los
preparados de LSI ricos en polisacaridos, es para modular la astringencia y
mejorar el cuerpo y la untuosidad del vino en boca. Se ha descrito que los
polisacaridos y/o manoproteinas pueden inhibir la interaccién proteina-tanino,
dando lugar a la formacién de complejos estables tanino-manoproteinas que al
no poder interaccionar con las proteinas de la saliva cambian la percepcién de

la astringencia (Escot y col., 2001).

Gonzdlez-Royo y colaboradores (2013, 2017) concluyeron que la
suplementacion con LSI modificaba la composicion del vino al liberar
compuestos como polisacdridos y oligosacaridos, ademds de reducir la
concentracion de proantocianidinas y disminuir su grado de polimerizacion. Sin
embargo, en las pruebas sensoriales realizadas para evaluar la astringencia, no
se percibieron diferencias significativas entre el control y las muestras tratadas
con LS|, si bien se detectdé una tendencia hacia su disminucién (Gonzdlez-Royo y
col., 2017). Analogamente, Mekoue Nguela y colaboradores (2015) evidenciaron
una fuerte afinidad entre los taninos y las LSI, asociado a altos niveles de
adsorcion, lo cual deberia repercutir en un descenso de la sensacion de

astringencia percibida.
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A parte de interaccionar con las proteinas de la saliva, las manoproteinas
también influyen en otros componentes que participan en la sensacion en boca
de los vinos, aumentando la redondez y el volumen en boca e incluso aportando
dulzor (Vidal y col., 2004; Marchal y col., 2011). Guadalupe y colaboradores
(2007) comprobaron que la adicion de un preparado de LSl rico en
manoproteinas durante la vinificacion en tinto, aumentaba la sensacidon de
dulzor y redondez en boca, ademas de disminuir la astringencia de los vinos. Por
el contrario, Pickering y colaboradores (2008) no encontraron diferencias en las
sensaciones en boca percibidas entre un vino elaborado con un preparado LSI
rico en manoproteinas, y un vino control. Por tanto, la variabilidad existente
entre los resultados obtenidos por ambos autores, subraya la necesidad de
profundizar mas sobre el efecto de que estos preparados provocan en las

sensaciones orales percibidas en los vinos tintos.
4.2.6. Efecto de los preparados de LSl en la espumabilidad de los vinos

Dentro de los preparados comerciales de LSI, las preparaciones ricas en
manoproteinas y polisacaridos, obtenidas a partir de las paredes celulares de la
levadura Saccharomyces cerevisiae, han sido también relacionadas con la

mejora de las propiedades espumantes de los vinos espumosos.

Vanrell y colaboradores (2005) mostraron que al suplementar con LSI los vinos
espumosos (Champagne y Cava) durante el tiraje, estos presentaban una mayor
concentracidén en proteinas ademas de mejores propiedades espumantes. Del
mismo modo, Marti-Raga y colaboradores (2016) comprobaron que la adicién
de LSI a vinos espumosos durante la fase de tiraje, provocaba una mayor
liberacion de polisacaridos al medio y una mejora de los parametros de la

espuma de los vinos.
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Por otra parte, Nufiez y colaboradores (2006) estudiaron el efecto de un
extracto soluble de manoproteinas obtenido por diferentes métodos
(enzimdtico y térmico), sobre las propiedades espumantes en medio sintético y
en dos vinos espumosos. Estos autores observaron un efecto positivo del
extracto térmico de manoproteinas sobre las propiedades espumantes de los
vinos espumosos, concluyendo que el método utilizado en la obtencion de los
derivados de levadura influye en gran medida en la fraccion de las
manoproteinas obtenidas. Por el contrario, Pérez-Magarifio y colaboradores
(2015) no detectaron diferencias significativas entre los pardmetros de la

espuma (HM y HS) al afiadir autolisados de levaduras secas a vinos espumosos.

5. Levaduras No-Saccharomyces

La vinificacion llevada a cabo de forma espontanea (sin inoculaciéon de levaduras
comerciales), es el resultado de la accién secuenciada de varias especies de
levadura pertenecientes a géneros distintos (Saccharomyces y No-
Saccharomyces). Estas especies se encuentran de forma natural en la uva y el
mosto, y en mayor o menor medida en el equipo de bodega (Sabate y col.,
2002). Asi, la levadura Saccharomyces cerevisiae deriva principalmente de los
equipos de bodega y en muy baja proporcién de las uvas. Por el contrario, No-
Saccharomyces se encuentra de forma mayoritaria en las uvas, y en menor

medida en el equipo de bodega (Jolly y col., 2003).

Existe una gran diversidad de especies, conocidas como levaduras No-
Saccharomyces que intervienen a lo largo de la fermentacion alcohdlica, sobre
todo, en sus primeros estadios (Jolly y col., 2003). Gracias a estudios de

taxonomia llevados a cabo por Kurtzman y colaboradores (2011), se han podido
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identificar hasta 149 géneros de estas levaduras, los cuales comprenden cerca

de 1500 especies (Jolly y col., 2014).

Entre las levaduras No-Saccharomyces que se localizan tanto en el mosto de uva
como en la fermentacién alcohdlica se encuentran las citadas a continuacion:
Pichia spp., Debaryomyces spp., Rhodotorula spp., Candida spp., Cryptococcus
albidus, Hanseniaspora uvarum (Kloeckera apiculata), Hanseniaspora
guilliermondii (Kloeckera apis), Hanseniaspora occidentalis (Kloeckera javanica),
Kluyveromyces marxianus (Candida kefyr), Torulaspora delbrueckii (Candida
colliculosa), = Metschnikowia  Pulcherrima  (Candida  pulcherrima) vy
Zygosaccharomyces bailii (Fleet y col., 1984; Querol y col., 1990; Bisson y
Kunkee, 1991; Longo y col., 1991; Lonvaud-Funel, 1996; Lorenzini, 1999; Torija y
col., 2001; Combina y col., 2005).

A pesar de que se cree que todas las levaduras No-Saccharomyces mueren poco
después del inicio de la fermentacién, como consecuencia de la elevada
concentracién de etanol y el SO, afiadido (Jolly y col., 2014), esta creencia no ha
sido sostenida por ciertos investigadores (Fleet y col., 1984, Heard y col., 1985;
Cordero-Bueso y col., 2013), los cuales exponen que algunas sobreviven durante
todo el proceso. De hecho, las levaduras pertenecientes a los géneros
Kloeckera, Hanseniaspora y Candida predominan durante las primeras etapas
de la fermentacidn alcohdlica, seguidas por algunas especies de Metschnikowia
y Pichia las cuales prevalecen en las etapas intermedias del proceso (Fleet,

1993; Fleet y Heard, 1993).

Inicialmente, las levaduras No-Saccharomyces eran consideradas responsables
de los problemas microbianos producidos durante la elaboracién del vino.

Ademds, se las relacionaba con fermentaciones lentas o paradas de

60



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILIT
Estudio de los factores que influyen en las propiedades espumantes de los vinos espumosos
(Cava); influencia de la aplicacién de nuevas herramientas biotecnoldgicas
Laura Medina Trujillo

INTRODUCCION

fermentacién, con altas concentraciones de azucares residuales y con vinos de

perfiles analiticos y sensoriales andmalos (Ciani y col., 2010).

Aunque algunas levaduras No-Saccharomyces pueden producir metabolitos
beneficiosos para la calidad del vino, también pueden dar lugar a otros
metabolitos de desecho, siendo por ello consideradas como levaduras
alterantes. Entre los productos residuales que generan se encuentran el acido
acético, el acetaldehido, la acetoina, el acetato de etilo, asi como otros
compuestos que dan lugar a olores desagradables como los vinil y etilfenoles,
relacionados con el desarrollo de Brettanomyces/Dekkera spp. Por esta razdn,
en la elaboraciéon de vinos se ha tendido a utilizar inéculos de levaduras
comerciales de Saccharomyces cerevisiae, para garantizar su imposicién y evitar

la aparicion de defectos sensoriales (Pdez-Lerma y col., 2013).

Sin embargo, los elaboradores de vino que realizaban fermentaciones
espontaneas mediante las levaduras indigenas del vifiedo, (lo que supone la
dominancia mixta y/o secuencial de levaduras No-Saccharomyces vy
Saccharomyces), consideraban a las levaduras autdctonas como una parte
integrante de la autenticidad de sus vinos, logrando una cierta tipicidad segun
regiones (Amerine y col., 1972). Asi, y en determinadas ocasiones, los vinos
obtenidos por fermentacidén espontanea presentaban una mayor complejidad y

tipicidad con respecto a los vinos inoculados (Varela y col., 2009).

En consecuencia, en la ultima década se ha producido una reevaluacién del
papel que ejercen las levaduras No-Saccharomyces en la fermentacion del vino,
con el objetivo de identificar cultivos iniciadores alternativos para ser utilizados
en procesos de fermentacién mixta (Ciani y col., 2010). Con esto se persigue
conseguir que tales especies de levadura mejoren la calidad del vino, evitando

también la aparicion de posibles defectos organolépticos.
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5.1. Levaduras No-Saccharomyces: Inoculacion secuenciada en vinificaciéon

Tradicionalmente, la fermentacién alcohdlica se producia de forma espontanea
a partir de levaduras nativas presentes en las uvas. Este tipo de fermentacion
tradicional (espontdnea) conlleva un proceso de vinificacion mucho menos
controlado, con un elevado riesgo de presentar alteraciones microbioldgicas y

guimicas, y con unos tiempos de fermentacion mas prolongados.

Para conseguir un buen término de la fermentacion y la obtencién de vinos con
las caracteristicas deseadas, se comenzaron a utilizar indculos de levaduras
seleccionadas por su buena capacidad fermentativa. Afos mas tarde
aparecieron las levaduras secas activadas (LSA), lo que facilitaba enormemente
su utilizacién en bodega. Ademas, se observé que el uso continuado de una
misma cepa comercial daba lugar a una vinificacién mas reproducible y, por

tanto, a vinos con una cierta similitud organoléptica (Shekhawat y col., 2017).

En la actualidad, el sector del vino se halla en una situacién cada vez mas
competitiva y globalizada, y por ello los elaboradores de vino se enfrentan a la
necesidad de mejorar las caracteristicas organolépticas de sus vinos, para asi

satisfacer las necesidades del mercado.

Por otra parte, los endlogos afrontan el reto de mejorar el proceso fermentativo
y obtener una mayor complejidad aromatica, lo que se traduce en una
demanda de nuevas y mejores cepas de levadura capaces de adaptarse a
diferentes tipos y estilos de vino. Por este motivo, en los ultimos afos se ha
comenzado a estudiar el posible beneficio del empleo de levaduras No-
Saccharomyces en fermentaciones mixtas controladas. En este sentido, ciertas
levaduras No-Saccharomyces han sido propuestas para la elaboracién de vinos
mediante co-inoculacidn o mediante inoculacidon secuenciada. Entre estas

levaduras No-Saccharomyces destacan Torulaspora, Candida, Hanseniaspora,
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Zygosaccharomyces, Schizosaccharomyces, Lachancea y Pichia entre otras (Jolly

y col., 2014).

El proceso de co-inoculacién consiste en inocular de forma simultdnea ambos
géneros de levaduras (Saccharomyces cerevisiae y No-Saccharomyces), para que
ambas coexistan durante las primeras fases de la fermentacion. Cuando la
concentracion de etanol en el medio aumente, Saccharomyces cerevisiae se
impondra, dada su mayor resistencia a este compuesto, y tendera a dominar las

etapas posteriores de la fermentacion (Tristezza y col., 2016).

Por otro lado, la inoculacién secuencial de levaduras radica en introducir al
inicio de la fermentacidn alcohdlica una cepa seleccionada de levadura No-
Saccharomyces, dejandola fermentar durante un periodo de tiempo variable
dependiendo del tipo de levadura utilizada. A continuacién, se procede a
inocular el medio con una levadura Saccharomyces cerevisiae, la cual controlara
el final de la fase fermentativa (Gonzdlez-Royo, 2015). La inoculacidon
secuenciada de levaduras es probablemente el sistema mas utilizado en la
actualidad para llevar a cabo fermentaciones mixtas (Saccharomyces/No-

Saccharomyces).

Mediante el uso de estas inoculaciones secuenciales se pretende conseguir
vinos con una composicion quimica diferente, y un perfil sensorial caracteristico
de la levadura No-Saccharomyces utilizada, diferenciandolos por tanto de los

vinos fermentados con un Unico tipo de inéculo.

5.2. Efecto de la inoculacion secuenciada con No-Saccharomyces sobre el

aroma del vino

Entre las propiedades enoldgicas atribuidas a las levaduras No-Saccharomyces

destaca la produccion de ciertos metabolitos volatiles durante la fermentacién
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alcohdlica, que pueden influir de manera decisiva en las caracteristicas

organolépticas del vino.

Se ha descrito que el desarrollo de ciertas levaduras No-Saccharomyces puede
incrementar la produccién de ciertos compuestos negativos para la calidad
sensorial del vino, como el acetaldehido o el dcido acético (Mylona y col., 2016).
Por esta razén es importante que la finalizacion del proceso fermentativo sea
llevado a cabo por Saccharomyces cerevisiae y evitar asi un exceso de estos

metabolitos.

Estudios llevados a cabo con especies de levaduras tales como Kloeckera
apiculata y Candida pulcherrima dieron como resultado un aumento de la
concentracion de esteres volatiles, los cuales contribuyen de forma significativa
al aroma frutal de los vinos (Liu y col., 2016). Ademads se ha descrito que los
géneros Rhodotorula, Pichia y Torulaspora son grandes productores de acetato
de isoamilo (Suomalainen y Lehtonen, 1979; Rojas y col., 2001; Nufiez-Guerrero
y col., 2016). Asimismo, diferentes especies del género Hanseniaspora son
consideradas buenas productoras tanto de acetato de 2-feniletilo como de
acetato de isoamilo (Moreira y col., 2005, 2008; Plata y col., 2003, Rojas y col.,
2001, 2003). Por otra parte, la inoculacién secuencial con Wickerhamomyces
anomalus (anteriormente clasificada como Hansenula anémala) incrementa los
niveles de acetatos y ésteres de etilo asi como los alcoholes lineales, a la vez

que disminuye la concentracion de acidos orgdnicos (Izquierdo y col., 2014).

También se ha puesto de manifiesto la capacidad de liberacion, por parte de las
levaduras No-Saccharomyces, de terpenos y tioles volatiles a partir de sus
precursores de aroma, gracias a la actividad enzimatica de la levadura. De
hecho, varios autores han observado la liberacion de enzimas (esterasas, B-

glucosidasas y proteasas) las cuales mejoran, en el caso de los terpenos, el

64



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILIT
Estudio de los factores que influyen en las propiedades espumantes de los vinos espumosos
(Cava); influencia de la aplicacién de nuevas herramientas biotecnoldgicas
Laura Medina Trujillo

INTRODUCCION

aroma floral del vino (Ferndndez-Gonzdlez y col., 2003, Fleet, 2008; Rosi y col.,
1994; Strauss y col.,, 2001). Asimismo, Ferreira y colaboradores (2001)
propusieron a las especies Kloeckera apiculata, Wickerhamomyces anomalus y
Metschnikowia pulcherrima por mostrar una intensa actividad B-glucosidasa, e
hidrolizar a los monoterpenos glicosilados modificando el aroma de los vinos y
mejorando su cardacter varietal. Ademas, la especie Metschnikowia pulcherrima
también es capaz de producir tioles volatiles (Liu y col., 2016) asi como
aumentar la concentracién de determinados fenoles volatiles, en especial, el
2,6-dimetoxifenol (Gonzdlez-Royo y col., 2015) el cual es considerado un

descriptor del olor medicinal (Culleré y col., 2004).

5.3. Efecto de la inoculacion secuenciada con levaduras No-Saccharomyces

sobre el contenido en macromoléculas y las propiedades espumantes del vino

Las levaduras No-Saccharomyces también pueden generar otros compuestos
como polisacdridos y manoproteinas. Domizio y colaboradores (2011a) pusieron
de manifiesto que las cepas de levaduras pertenecientes a los géneros
Hanseniaspora, Pichia, Saccharomycodes y Zygosaccharomyces, en cultivos
mixtos con Saccharomyces cerevisiae, podrian aumentar la concentracién final

en polisacaridos.

Recientemente, algunos autores han demostrado que las levaduras No-
Saccharomyces presentan también una alta capacidad de liberacién de
manoproteinas durante la fermentacidon alcohdlica (Comitini y col., 2011;
Domizio y col., 2011a, 2011b; Gobbi y col., 2013; Romani y col., 2010). Un
estudio llevado a cabo por Domizio y colaboradores (2014), en fermentaciones
mixtas y con diferentes géneros de levaduras No-Saccharomyces, puso de
manifiesto la mayor capacidad de liberacién de polisacaridos (en especial,

manoproteinas) por parte de estas levaduras con respecto a Saccharomyces
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cerevisiae. Ademas indicaron la liberacion de proteinas de distinto tamafio

molecular (entre 25y 250 kDa) por parte de las levaduras No- Saccharomyces.

Ademas de influir estas levaduras No-Saccharomyces en la composicién quimica
del vino, también pueden influir sobre la espumabilidad (HM) y la estabilidad de
la espuma (HS). Estudios llevados a cabo en vino base (Gonzdlez-Royo y col.,
2015) pusieron de manifiesto que la especie Torulaspora delbrueckii, en
inoculacidn secuenciada con Saccharomyces cerevisiae, permitia obtener vinos
con mejores propiedades espumantes. Asi, los vinos base obtenidos por
inoculacidon secuencial de levaduras presentaron valores de espumabilidad
(HM) significativamente superiores a los obtenidos por inoculacion
convencional. Este hecho podria deberse a la liberacidn de una mayor cantidad
de proteinas, en especial, de las de bajo peso molecular, por parte de la

levadura Torulaspora delbrueckii.

5.4. Efecto de la inoculacién secuenciada con No-Saccharomyces sobre otros

componentes del vino

Las levaduras No-Saccharomyces, ademas de producir aromas interesantes para
la calidad del vino, también pueden generan otros productos durante el
proceso de fermentacién, entre los que se incluyen el glicerol, el acido succinico
o el acido lactico (Moreira y col., 2005; Jolly y col., 2014; Liu y col., 2016). Sin
embargo, dado que el empleo de estas levaduras se lleva a cabo mediante
fermentaciones mixtas con otras levaduras del género Saccharomyces

cerevisiae, su efecto en los vinos dependera del proceso global.

Se ha demostrado que algunas cepas de levaduras No-Saccharomyces como
Metschnikowia pulcherrima y Torulaspora delbrueckii, en co-fermentacion con
Saccharomyces cerevisiae, producen vinos finales con una menor acidez volatil y

una mayor concentracion de glicerol (Sadineni y col., 2012). Estos resultados
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coinciden con los obtenidos por Gonzdlez-Royo y colaboradores (2015), en

inoculacidn secuenciada con Torulaspora delbrueckii.

También se ha descrito la capacidad de estas especies de levaduras no
convencionales en producir vinos con un menor contenido en alcohol. Se ha
demostrado que co-fermentaciones e inoculaciones secuenciadas con
Metschnikowia pulcherrima dan lugar a vinos con una concentracién de etanol
inferior a la obtenida mediante fermentacidn convencional con Saccharomyces

cerevisiae (Sadineniy col., 2012; Contreras y col., 2014).

En relacion al color de los vinos, este puede verse afectado también por ciertas
levaduras No-Saccharomyces, que al liberar mayores cantidades de
acetaldehido, acido piruvico y vinil fenoles pueden favorecer la formacion de
cicloaductos con los antocianos. Estos nuevos pigmentos denominados vitisinas
(A 'y B) o piranoantocianos presentan tonalidades anaranjadas y son muy
resistentes a la degradacion, por lo que confieren una mayor estabilidad al color
del vino. Este efecto fue estudiado con las especies de levaduras Pichia
guillermondii y Schizosaccharomyces pombe en vinos tintos, comprobandose
gue ambas especies favorecian la estabilidad del color (Benito y col., 2011;

Morata y col., 2012).
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El principal objetivo de este trabajo fue estudiar los factores que determinan la
espumabilidad y la permanencia de la espuma de los vinos base y los vinos
espumosos elaborados mediante el método tradicional. Por esta razén nos

planteamos la siguiente hipdtesis de trabajo:

“La capacidad de un vino espumoso para producir una espuma estable
depende de su composicidén quimica, la cual a su vez depende de las
condiciones de elaboracion del vino base y su posterior toma de espuma y

crianza”

Con este propdsito nos planteamos los siguientes objetivos especificos:

1. Estudiar la influencia de los diferentes componentes del vino base sobre
sus propiedades espumantes, mediante el analisis comparativo entre el
vino original con la fraccién de vino obtenida por desbordamiento con
diéxido de carbono (vino de espuma) y con la fraccion de vino que no es
desbordada (vino remanente).

2. Determinar la influencia de la inoculacién secuenciada con Torulaspora
delbrueckii y Saccharomyces cerevisiae en la primera fermentacion
sobre la composicién y propiedades espumantes del vino base y de su
correspondiente vino espumoso.

3. Determinar la influencia de la suplementacién durante el tiraje con
levaduras secas inactivadas de Saccharomyces cerevisiae o de
Torulaspora delbrueckii sobre la composicidn y propiedades espumantes

del vino espumoso.
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Capitulo 1. Caracterizacion fisico-quimica de la espuma de
vinos base blanco y rosado para la elaboracion de
vino espumoso (AOC Cava)

La calidad de un vino espumoso esta condicionada en gran medida por sus
propiedades espumantes. Sin embargo, la formacion de espuma no solo es
debida al desprendimiento de CO; en el seno del liquido, sino también a la
presencia de ciertos componentes en el vino que influyen en mayor o menor
medida en la formacién y/o estabilidad de las burbujas. Aunque existen diversas
investigaciones sobre la incidencia de diversos componentes del vino sobre sus
propiedades espumantes, estas no enfocan el estudio de los componentes de
una manera global. Por ello, en este trabajo se planted la experiencia con dos
vinos base, uno blanco y otro rosado, obteniendo los vinos de espuma (por
desbordamiento con CO,), y comparandolos con el vino original y el vino
remanente (fraccién no desbordada). Los resultados confirman que el etanol,
los alcoholes superiores y los acidos grasos influyen negativamente sobre las
propiedades espumantes, mientras que las proteinas juegan un papel positivo.
Estos resultados permiten obtener una vision mas completa de los

componentes del vino que inciden en la calidad de su espuma.

Los analisis de los vinos obtenidos fueron realizados en los laboratorios de la
Universitat Rovira i Virgili (Departamento de Bioquimica y Biotecnologia;
Departamento de Quimica Analitica y Quimica Orgéanica y Departamento de
Ingenieria Quimica), asi como en el Instituto Regional de Investigacion Cientifica
Aplicada de la Universidad Castilla La-Mancha (Ciudad Real). Los resultados del
ensayo han sido enviados a la revista American Journal of Enology and Viticulture
con el titulo “Physicochemical characterization of the foam of white and rosé base
wines for sparkling wine production (AOC Cava)”. Estado actual: Moderate
Revisions.
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Abstract

The foam of two base wines was overflowed by carbon dioxide sparging and the foam wine was
recovered. Foam wine (FW) as well as the original wine (CW) and the remainder fraction (RW)
were analyzed to determine the foam properties, chemical composition and some physical
properties. In general, FW showed better foam parameters, higher density and lower surface
tension and viscosity than CW and RW. FW wines also tended to have higher proteins and lower
ethanol, higher alcohols, titratable acidity and esters concentrations. The improved foam
properties of FW wines are most likely due to their impoverishment in foam-negative factors

(ethanol and fatty acids) and to their enrichment in foam-positive factors (proteins).

Key words: Foam; wine; fractionation; foam wine; proteins; physicochemical characterization.
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Introduction

The appearance of foam is obviously one of
the most important organoleptic characteristics
of sparkling wines. The spectacle generated
by effervescence and foam is the first
characteristic observed by the consumer after
a sparkling wine is poured into the glass
(Liger-Belair  2012).

originating from the second fermentation is

The carbon dioxide

released from the liquid in the form of bubbles
and by diffusion through the free air/liquid
interface, resulting in the formation of foam
(Cilindre et al. 2010).

The effervescence is made possible by the
generation of bubbles in the irregularities of
the glass surface, a phenomenon known as
heterogeneous nucleation (Liger-Belair et al.
2012, Beaumont et al. 2016). The regular and
repetitive birth of the bubbles and their
migration to the surface generate the much-
appreciated bubble trains (Senée et al. 1999).
Once on the top surface of the glass, bubbles
migrate to the peripheral sides to form the
collar. The length of time between the
the bubbles and their

destruction conditions the persistence of the

emergence of

foam and consequently the ability of sparkling
wines to form a stable collar, which is
considered by consumers to be a criterion of

quality (Brissonet and Maujean 1993).

However, these bubbles are ephemeral and
are destroyed in the course of three physical
processes: Ostwald ripening, coalescence and
drainage (Schramm 2005). Ostwald ripening
occurs when the carbon dioxide contained in a
small bubble diffuses into an adjacent larger
bubble in such a way that the small bubble
disappears (Dressaire et al. 2008). The
second mechanism, coalescence, comes
about due to the rupturing of the thin liquid film
that separates two small adjacent bubbles,
forming a single larger one (Langevin et al.
2015). Finally, drainage occurs because the
emerged part of the bubble, the bubble cap, is
affected by gravitation causing the bubble film
to become thinner until it is so thin it cannot
support the internal CO;

explodes (Bhakta et al. 1997).

pressure and

In the light of the foregoing considerations it
seems clear that the persistence of the foam is
an important factor conditioning the quality of
sparkling wines. Knowledge of the factors that
play a role in foamability and the persistence
of foam is therefore a subject of great interest
in oenological science. The foaming properties
of sparkling wines depend largely on their
chemical composition (Vanrell et al. 2002,
Coelho et al. 2011), which is closely related to
grape variety,
conditions (Cilindre et al. 2010). Although the
literature s

maturity and winemaking

existing abundant, current
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knowledge has not comprehensively resolved
this question. However, it seems clear that
surface-active substances can stabilize foam
by settling at the bubble’s film, with their
hydrophobic head towards the gas and their
hydrophilic tail towards the aqueous phase
(Bamforth 1985, Schramm 2005).

Of the different compounds with surfactant
properties, proteins are the most interesting
candidates (Brissonet and Maujean 1993).
Indeed some authors have found a close
relationship between protein concentration and
foam quality in sparkling wines (Pueyo et al.
1995, Vanrell et al. 2007, Esteruelas et al.
2015). Proteins act as tensoactive substances,
enhancing foam stability. They also seem to
play a role in the elasticity and strength of the
film (Dambrouck et al. 2005).

Not much is known about the influence of
polysaccharides on foaming properties.
However, positive effects have been attributed
to the mannoproteins released by yeasts
during alcoholic fermentation and especially
during the autolysis that occurs in the bottle
during the ageing of sparkling wines (Moreno-
Arribas et al. 2000, Martinez-Lapuente et al.
2013). More recently, Martinez-Lapuente et al.
(2015) have reported that mannoproteins and
polysaccharides rich in arabinose and
galactose were poor foam formers but good

foam stabilizers.

Ethanol also influences foaming properties
because it participates in the gas-liquid
interface and acts on the adsorption of the
surfactant compounds (Péron et al. 2000).
High ethanol concentrations are generally
considered to have a negative effect on the
foamability of sparkling wines (Dussaud et al.
1994, Girbau-Sola et al. 2002, Esteruelas et
al. 2015).

The influence of other wine components such
as amino acids, higher alcohols, esters,
phenolic compounds and fatty acids on wine
foam characteristics has been also studied
(Pueyo et al. 1995, Gallart et al. 2002).
Mathematical models have even been
proposed to predict foaming properties from
the chemical composition of wine (Lépez-
Barajas et al. 1999). However, although the
literature on the subject is extensive, the
published data are inconclusive and
sometimes contradictory (Esteruelas et al.

2015).

Brissonet and Maujean (1991) used an original

strategy for studying the foam-active
compounds in Champagne base wines. This
strategy consisted of bubbling carbon dioxide
in base wines and recovering the overflowed
foam. Once the foam was collected, the liquid
recovered (foam wine) was analyzed for
comparison with the original wine and also

with the remainder wine. The foam parameters
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of the foam wines, measured by the Mosalux
1990), were

significantly higher than those of the original

procedure (Maujean et al.

wines, whereas those of the remainder wines
were significantly lower. The authors also
found that foam wines were somewhat
enriched in proteins and came to the
conclusion that proteins can stabilize foams by
settling at the bubble's edge, their hydrophobic
side towards the gas and their hydrophilic side
towards the aqueous phase. Some other
analyses such as total nitrogen, metals,
alcohol-precipitable colloids, polysaccharides
and organic acids were also carried out but no
clear results were found, probably because the
usual analytical techniques of the time were

not performant enough.

Some years later Gallart et al. (2002) repeated
this experience for Cava wines in order to
study the influence of fatty acids and their
ethylic esters on the foam properties of
sparkling wine. They found that foam wines
were somewhat enriched in fatty acids, but no
conclusive results for ethylic esters were
found. The chemical components of foam
wines, remainder wines and original wines as
well as other compounds such as ethanol,
acids, glycerol, higher alcohols, amino acids,
biogenic amines, phenolic  compounds,
proteins and polysaccharides were not

reported.

For all these reasons, the aim of this article is
to study how the chemical composition and
certain physical properties such as density,
surface tension and viscosity change between
the original wine and the two fractions
separated by bubbling (foam wine and
remainder wine) in order to study which are
the main physicochemical factors affecting the

foaming properties of the wine.
Materials and methods

Chemicals. All solvents were of HPLC quality
and all chemicals used were of analytical
grade (> 99%). Ammonium formate and
ammonium acetate were purchased from
Sigma-Aldrich  (Madrid, Spain). Absolute
ethanol and dichloromethane were supplied by
VWR

Hydrochloric acid, sodium hydroxide and

(Fontenay-sous-Bois, France).
ammonium sulfate were provided by Panreac
(Barcelona, Spain). Pure water was obtained
from a Milli-Q purification system (EMD
Millipore, Billerica, MA, USA). Amino acids,
biogenic amines, volatile standards and the
corresponding internal patterns were supplied
by Sigma-Aldrich (Madrid, Spain) and were of
the maximum purity available. Sodium azide
and diethylethoxymethylenemalonate
(DEEMM) from  Aldrich

(Steinhein, Germany). Solutions of amino

were Chemie

acids and biogenic amines were prepared with
HCl 0.1 N. For identification of the phenolic
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compounds, the following commercial
standards from Phytolab (Vestenbergsgreuth,
Germany) were used: caftaric acid, trans-
coutaric acid and trans-fertaric acid. The
following ~ commercial  standards  from
Extrasynthese (Genay, France) were also
used: caffeic acid, quercetin 3-glucuronide and
syringetin  3-glucoside. All standards were
used for identification and quantitation through
calibration curves covering the expected
concentration ranges. For non-available
standards, quantitation was carried out using
the calibration curve of the most similar
compound:  caftaric acid for the
hydroxycinnamic  acid  derivatives  and
quercetin  3-glucoside for the flavonol 3-

glycosides.

Base wines. Two AOC Cava base wines from
the 2015 vintage were used. One was a blend
of the three traditional white cultivars of the
AOC Cava - Macabeo, Xarel-lo and Parellada
- while the other was a rosé base wine made
with Pinot noir. The standard analytical
parameters of both wines are shown in Table
1.

Wine fractionation. The fractionation of the
wine was performed following the procedure
described by Brissonet and Maujean (1991).
The foam was overflowed by injection of CO;
with a constant gas flow of 115 mL/min under

a constant pressure of 100 kPa using a

Mosalux device (Maujean et al. 1990). The
foam was recovered with a suction pump.
Three fractions were obtained from each wine:
the original wine which was considered as
control (CW), the foam wine (FW) and the
remainder wine (RW). The FW fraction
represented around 15% of the volume of the
original wine, whereas the RW fraction
represented around 85%. This fractionation

was done in triplicate in both samples.

Standard wine analysis. The titratable acidity
(TA) was measured by acid-base titration
using 0.1N NaOH and bromothymol blue as
indicator. The pH values were determined by a
Basic-20 (CRISON, Barcelona,

The CIELab coordinates were

pH-meter
Spain).
determined following Ayala et al. (1997) and
the data were processed using MSCV®
software (Ayala et al. 2014). Glycerol, L-malic
acid and L-lactic acid were measured using
enzymatic kits (R-Biopharm AG., Darmstadt,
Germany). Ethanol contents (% viv) were
measured by FTIR (Kupina and Shrikhande
2003) using Bacchus 3 MultiSpec equipment
(TDI, Gava, Barcelona, Spain) and tartaric
acid was determined by the colorimetric
method in accordance with Trossais and
Asselin (1965).

Measurement of the foaming properties.
The samples were tempered at 18°C for 24 h

before analysis. Foamability and foam stability
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were measured using the Mosalux method
(Maujean et al. 1990). A glass cylinder placed
on a glass frit was filled with 100 mL of the
sample. Carbon dioxide was then injected into
the glass cylinder through the glass frit, with a
constant gas flow of 115 mL/min under a
constant pressure of 1 bar. Two parameters
were measured using a Mosalux device
(Station

Epernay, France): HM, which is the maximum

Oenotechnique de Champagne,

height reached by the foam after CO; injection
through the glass frit, and HS, which is the
stable height during CO. injection. HM
represents foamability (the wine’s ability to
foam) while HS represents foam stability (the
persistence of the foam collar or the wine’s
ability to produce a stable foam). HM and HS
are expressed in millimeters. All measures

were determined in triplicate.

Physical parameters. Density was measured
with a portable densimeter 30PX (Mettler-
Toledo S.A.E, Barcelona, Spain). Viscosity
was measured using an Ubbelohde 532 03/0c
capillary viscometer (SI Analytics GmbH,
D-55122
Alemania) immersed in a 30°C water bath
(Schott-Gerate  CT-050, Elmsford, NY)

(Yanniotis et al. 2007). Surface tension was

Hattenbergstrae 10, Mainz,

determined with Traube’s stalagmometer glass
(Brand GMBH + CO KG, Wertheim, Germany)

using distillated water as reference liquid (Lao

etal. 1999). A correction factor (0.0728 N/m at
20°C) to determine the experimental surface
tension of distilled water was used. The
surface tension values of the samples were

calculated by applying Tate’s law.

Analysis of amino acids and biogenic
amines by RP-HPLC. The amino acid and
biogenic amine contents were determined
simultaneously using the method described by
Gomez-Alonso et al. (2007). A Varian ProStar
HPLC (Varian Inc., Walnut Creek, CA, USA)
was used, equipped with a ProStar 240
ternary pump, a ProStar 410 autosampler and
a ProStar 330 photodiode array detector. The
compounds analysed were identified on the
basis of the aminoenone derivative retention
times of the corresponding patterns (Sigma-
Aldrich Chemie, Steinheim, Germany) and
were quantified using the internal pattern

method.

Polysaccharide extraction and
determination by HRSECIRID. The samples
were processed using
described by Ayestaran et al. (2004). Briefly,

10 mL of sample

the methodology

in duplicate were
concentrated to a final volume of 2 mL using a
vacuum evaporator (Univap 148 100ECH;
Progen Scientific, London, UK). Total soluble
polysaccharides were precipitated by adding
10 mL of cold acidified ethanol (hydrochloric
acid 0.3 M in absolute ethanol) and kept for 24
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h at 4°C. The samples were then centrifuged
(10,000 x g for 15 min) and the supernatants
discarded. Finally, the precipitates were
dissolved in 1 mL of ultra-pure water, frozen to
-20°C and freeze-dried using a lyophilizer
(Telstar LyoQuest HT40, Barcelona, Spain).
The soluble fractions were analysed by high-
resolution  size-exclusion  chromatography
(HRSEC) in order to determine molecular
distribution and quantify the polysaccharides
obtained from the samples (Ayestaran et al.
2004). The

resuspended in 1 mL of 50 mM ammonium

lyophilized samples were
formate and filtered through 0.22 um acetate
cellulose filters (Merck Millipore, Darmstadt,
Germany). Then 100 uL were injected into the
chromatographic system. The analyses were
carried out in an HPLC Agilent 1200 Series
system (Agilent Technologies Inc., Santa
Clara, USA) with a refractive index detector.
Separation was carried out at 20°C using two
Shodex gel permeation HPLC columns
(OHpak SB-803 HQ and SB-804 HQ, 300 mm
x 8 mm |D.; Showa Denko, Japan). The
mobile phase consisted of an aqueous
solution of 50 mM ammonium formate applied
with a constant flow of 0.6 mL/min for 60 min,
and the cell RID temperature was 35°C. The
molecular weight distribution of the wine
fractions was followed by calibration with a
Shodex P-82 pullulan calibration kit (P-5, MW

= 5.9 kDa; P-10, MW = 11.8 kDa; P-20, MW =
22.8 kDa; P-50, MW = 47.5 kDa; P-100, MW =
112 kDa; P-200, MW = 212 kDa; P-400, MW =
404 kDa; and P-800, MW = 788 kDa)
purchased from Waters (Barcelona, Spain)
and four dextrans (BioChemika; 12, 25, 50 and
80 kDa) purchased from Fluka (St. Louis, MO,
USA). The polysaccharides were quantified
according to the peak area for each fraction
using the external standard method with pectin
and dextran commercial standards (Sigma-—
Aldrich, Saint Louis, MO, USA) in a range
between 0 and 2 g/L (r2 > 0.99).

Preparation of sample proteins. 15 mL of
each sample were dialyzed in duplicate in
tubes with a molecular weight cutoff of 3.5 kDa
(Membrane Filtration Products Inc., San
Antonio, TX, USA). The dialyzed samples

were lyophilized and preserved at -20°C.

Determination of proteins by HRSEC-DAD.
The soluble fractions were analysed by high-
resolution  size-exclusion  chromatography
(HRSEC) in order to determine molecular
distribution and quantify the proteins obtained
from the samples (Canals et al. 1998). The
lyophilized samples were resuspended in 0.6
uL of 300 mmol/L ammonium acetate and
centrifuged (12 000 x g for 5 min). The
supernatant was filtered through 0.22 pm
acetate cellulose filters (Merck Millipore,

Darmstadt, Germany) and then 100 pL of
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supernatant was  injected into  the
chromatographic system. The analyses were
carried out in an HPLC Agilent 1200 Series
system (Agilent Technologies, Barcelona,
Spain) with a diode array detector (DAD) to
monitor output at 230 and 320 nm. Separation
was carried out at 20°C using an S 165
Shodex gel permeation HPLC column (OHpak
166 SB-803 HQ, 300mmx 8mm i.d.; Showa
Denko, Tokyo, Japan). The mobile phase
consisted of an aqueous solution of 300
mmol/lL ammonium acetate applied at a
constant flow of 0.6 mL/min for 70 min. The
proteins were quantified according to the peak
area for each fraction using the external
standard method with bovine serum albumin
(Sigma—-Aldrich, Madrid, Spain) in a range
between 0 and 1 mg/mL (r?> 0.99).

Volatile compounds analysis. The volatile
compounds of the wines were extracted with
dichloromethane and analysed by gas
chromatography, using a methodology
adapted from Ferreira et al. (1998). For the
extraction, in a 12 mL glass tube, 10 mL of
wine were added with 2.5 g of ammonium
sulfate and 0.5 mL of dichloromethane. As
internal standards, 75 uL of a solution of
heptanoic acid (672 mg/L) and 4-methyl-2-
pentanol (784 mg/L) were added. The
extraction was carried out for 1 h in an orbital

shaker at 110 rpm. Chromatographic analysis

was carried out using a gas chromatograph
equipped with a flame ionization detector (GC-
FID) (Agilent 6890) and an automatic sampler
(Agilent 7683). The capillary chromatographic
column was a Meta.WAX polar column (60 m
in length, 0.25 mm ID and 0.5 pm of phase
thickness) from Teknokroma (Barcelona,
Spain). The temperatures of the injector and
detector were 250°C and 260°C respectively.
2 uL were injected in split mode (1:5) and the
oven temperature program was 40°C (5 min),
7°C/min up to 100°C (15 min), 3°C/min up to
140°C and 2°C/min up to 200°C (15 min). The
carrier gas was helium with a column-head
flow ramp of 0.5 mL/min (28 min) and 5
(77 min).

Quantification was performed by interpolation

mL/min up to 1.1 mL/min
into calibrations built by extraction of synthetic
solutions doped with all the analytes at

different levels.

Analysis of individual low-molecular-mass
phenolic substances in wine. The flavonols
and hydroxycinnamic acid derivatives in the
rosé wines were analyszed after removal of
interfering  anthocyanins by  solid-phase
extraction (Lago-Vanzela et al. 2013), while no
removal step was necessary for the white
wines. Al the previously cited phenolic
compounds were analysed by the reversed-
HPLC-diode

detector-electrospray ionization-tandem mass

phase array
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spectrometry system (RP-HPLC-DAD-ESI-
MSr) following previously described methods
(Blanco-Vega et al. 2011, Lago-Vanzela et al.
2013). This comprised an Agilent 1100 series
HPLC  (Agilent, Waldbronn,
equipped with a DAD (G1315B) and an
LC/MSD Trap VL (G2445C VL) ESI-MSn,

coupled to an Agilent ChemStation (version

Germany)

B.01.03) data processing station. The mass
spectral data were processed using Agilent
LC/MS Trap software (version 5.3).

Statistics. All physical and chemical data are
expressed as the arithmetic average + the
standard deviation from three replicates. One-
factor analysis of variance (ANOVA), Turkey
comparison tests, Pearson’s correlation of
data and principal component analysis were
carried out using IBM SPSS Statistics 19
software (International Business Machines
S.A., Madrid, Spain).

Results and discussion

Figure 1 shows the foam properties of the
three fractions of base wines: control wines
(CW), remainder wines (RW) and foam wines
(FW). In both wines, white and rosé, the

maximal height of the foam (HM) increased in

FW and decreased in RW in respect to their
corresponding CW. This behaviour was
significant in both wines but it was more
accentuated in the case of rosé wine. The
behaviour of the stable height of the foam (HS)
was not as clear as in the case of HM but it did
show some interesting differences. No
significant differences in HS were found
between CW and FW in the case of the white
wine, but the HS of the remainder wine was
significantly lower than in CW and FW. In
contrast, the HS of the foam wine was
significantly higher than in CW and RW in the
case of rosé wine. These results are very
similar to those obtained by Bissonet and
Maujean (1991) and Gallart et al. (2002) and
confirm that overflowing foam leads to wines
with improved foam parameters, especially
HM. In contrast, the foam properties of the
remainder wines are worsened. The fact that
there are differences in the foam properties of
FW, RW and CW suggests that some changes
in the chemical composition took place during
the process of wine fractionation by CO;

sparging.
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Figure 1. Foam properties of control wines, remainder wines and foam wines
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All data are expressed as the arithmetic mean of three replicates + standard deviation. Hm:
maximal height of the foam; Hs: stable height of the foam. Different Capital letters indicate the
existence of statistically significant differences (p < 0.05) between samples of white wines.
Different Lowercase letters indicate the existence of statistically significant differences (p <

0.05) between samples of rosé wines.

In synthesis, this seems to indicate that the

foam wine was enriched in positive
substances (or impoverished in negative
substances) for the foam and that the opposite
happened with the remainder wine. Gallart et
al. (2002) reported that FW were enriched and
RW impoverished in fatty acids in respect to
the original wine. However, they also reported
a negative correlation between fatty acid
concentrations and HM, which appears to be
somewhat contradictory. Since Gallart et al.
(2002) provided no complementary information
on other possible differences in the chemical
composition of FW and RW in respect to the
control wine, we decided to carry out a more
complete chemical and physical analysis of

the different wine fractions.

Table 1 shows the standard parameters,
CIElab coordinates and physical parameters of
the control wines, remainder wines and foam
wines. The ethanol content of FW of both base
wines was significantly lower than in CW and
RW. This

probably due to the evaporation generated by

lower ethanol concentration is
CO, sparging during the fractionation process.
This lower ethanol concentration observed in
the FW may be one of the main reasons for
the observed improvement in foam properties,
since it has been reported that ethanol exerts
a negative effect (Dussaud et al. 1994, Girbau-
Sola et al. 2002, Esteruelas et al. 2015).
However, the observed increase in HM in the
foam wines cannot be explained by this slight

but significant ethanol reduction alone. The
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titratable acidity of RW in both base wines was
significantly higher than in FW, with the values
of CW generally being at an intermediate level.
Tartaric acid concentraton of RW was
significantly higher than FW and CW in the
case of white base wine, but this trend was not
observed in the case of rosé. The pH of RW
was significantly higher than in FW in the case
of rosé wine, but this trend was not detected in
the case of white wine. No significant
differences were found in lactic acid, malic
acid or glycerol levels in the different fractions

of both base wines.

The CIELab coordinates of the three fractions
of the white base wine were similar in all
cases. In contrast, the C*, h*, a* and b* of FW
in the rosé base wine were significantly higher
than in CW and RW. This indicates that foam
wine from rosé wine has a slightly deeper

colour than the other fractions.

The density of FW was significantly higher in
both base wines than in their corresponding
CW. In the case of rosé wine, the density of
the FW fraction was also significantly higher
than in RW, but this difference was not
detected in the white base wine. This higher
density may be related to the observed lower

ethanol concentration of FW.

The viscosity of FW was significantly lower in

both base wines than in their corresponding

CW. The viscosity of FW was also significantly
lower than RW in the case of white base wine
but not in the case of rosé. These changes in
viscosity may also be related to the lower
ethanol content of the FW fraction, since the
higher the ethanol content the higher the

viscosity (Yanniotis et al. 2007).

The surface tension of the original wines was
significantly higher than in their corresponding
FW and RW fractions. The fact that both
fractions have lower surface tension than the
original wine seems somewhat surprising.
Surface tension is lower when the ethanol
content is higher (Glampedaki et al. 2010). In
the case of the RW fractions, which have a
similar ethanol content to their corresponding
original wines, this lower surface tension may
simply be related to the loss of some
substances that enhance this physical
property during the CO, sparging process.
However, FW has lower surface tension than
CW even though its ethanol concentration is
lower. The only possible explanation is that
FW was enriched in other surface tension
agents, such as proteins, that compensate for

the lower ethanol content of this fraction.

Tables 2 and 3 show the amino acid and
biogenic amine contents of the three fractions

of both base wines. No significant differences
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Tablel. Standard parameters, CIELab coordinates and physical parameters of control wines, remainder
wines and foam wines

White Wine Rosé Wine
Parameter
Control Wine Remainder Wine Foam Wine Control Wine Remainder Wine Foam Wine
Standard parameters

Tartaric acid (g(L) 262+0.06 A 276 +0.05 B 265+001 A 1.88+0.04 a 1.87+0.06 a 1.89+0.06 a
Malic acid (g/L) ND - ND - ND - 0.78+0.01 a 0.75+0.01 a 0.78+0.02 a
Lactic acid (g/L) 190+009 A 191 +006 A 1.87+£0.02 A 1.64+£0.02 a 1.62+0.02 a 163+0.02 a
Ethanol (% v/v) 1096+ 0.04 B 10.95+0.02 B 10.51+0.01 A 11.05+0.07 b 10.85+0.02 b 10.27 £ 0.25 a
pH 299+0.04 A 299+001 A 297+001 A 3.13+0.02 ab 317+003 b 3.11+0.02 a
Glycerol (g/L) 480+021 A 4.81+0.08 A 504+025 A 535+0.09 a 540+0.27 a 528 +0.07 a
TA (g/L) 527+009 A 552+001 B 522+001 A 5.27+0.11 ab 544+0.07 b 514+0.00 a

CIELab coordinates
L* 98.20+0.00 A 98.20 £+ 0.00 A 98.13+0.06 A 95.4 +0.1 a 95.3+0.1 a 953 +0.1 a
c* 6.08+0.04 A 6.16 +0.11 A 6.25+0.07 A 6.35+0.01 a 6.35+0.01 a 6.46+0.05 b
h* 96.89 £ 0.56 A 96.05+0.29 A 96.02+0.21 A 895+0.01 a 894+0.01 a 9.67+008 b
a* -0.73+006 A -0.65+0.02 A -0.66+0.03 A 6.27 £0.02 a 6.28+0.00 a 6.36+0.04 b
b* 6.04+0.04 A 6.12+0.11 A 6.21+0.07 A 099+0.01 a 099+0.00 a 1.09+001 b

Physical parameters
Density (g/mL) 0.9909 + 0.0001 A 0.9912 + 0.0002 AB 0.9913 + 0.0001 B 0.9914 +£ 0.0001 a 0.9916 + 0.0002 a  0.9920 + 0.0002 b
Viscosity (mPa/s) 113+ 001 B 1.13+001 B 1.11+001 A 1.11+001 b 1.09+0.01 ab 1.07+£001 a

Surface Tension (N/m)  67.59+0.01 B 65.73+0.01 A 65.74 +0.01 A 57.22+0.00 b 55.50+0.01 a 55.52+0.01 a

All data are expressed as the arithmetic mean of three replicates + standard deviation. TA, titratable acidity expressed as g of tartaric
acid/L; CIELab coordinates, Lightness (L¥), Chroma (C*), Hue (h*), red-greenness component (a*), and yellow-blueness component (b*).
ND: Non-detected . Different Capital letters indicate the existence of statistically significant differences (p < 0.05) between samples of white
wines. Different Lowercase letters indicate the existence of statistically significant differences (p < 0.05) between samples of rosé wines.
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were found in ammonium, in any of the 24
amino acids analysed or in any of the 5
biogenic amines in the three fractions of the
white base wine, and only slight but significant
differences in hydroxyproline concentrations
were observed in the rosé base wine. Some
authors have reported the existence of a
significant correlation between free amino
acids and biogenic amines with foamability
parameters (Moreno-Arribas et al. 2000,
Martinez-Lapuente et al. 2015). However,
these studies were carried out by analysing
several samples without comparing the
possible differences between the foam and the
original wine. According to our results, no
differences were observed and therefore it
could be considered that there is neither
enrichment nor impoverishment of amino acids
in the foam formed by bubbling.

Table 4 shows the volatile compounds (esters,
higher alcohols and fatty acids) of the three
fractions of both base wines. In general the
total volatile compounds of FW wines tended
to be lower than in their corresponding CW in
both base wines, whereas RW tended to have
intermediate  values.

Indeed, significant

decreases were  observed in the
concentrations of total esters, higher alcohols
and fatty acids of both FW in respect to their
corresponding CW, the only exception being

the higher alcohols of white base wine.

Specifically, the total ester concentration of the
FW was 14.6% lower than its corresponding
CW in the case of white base wine and 7.3%
in the case of the rosé wine. This decrease in
both base wines was mainly due to ethyl
lactate. The total higher alcohol concentration
of FW was 4.4% in white wine and 12.2% in
rosé wine. Finally, the decrease in the total
fatty acids in the FW was 47.9% in the white
wine and 11.4% in the rosé. This is not in
agreement with the results described by
Gallart et al. (2002), who found a higher fatty
acid content in foam wines. Additionally, the
levels of the different families of volatile
compounds of the RW wines tended to be
similar or somewhat lower than in their
corresponding CW.

The lower concentration of these volatile
compounds may be partly due to an
uncontrolled evaporation caused by the CO;
sparging process used to fraction the base
wines. However, the intensity of the decrease
varies depending on each volatile compound
and also in function of the matrix, white or rosé
wine. This may be related to the interactions
between the non-volatile wine matrix and each
of the aroma volatile compounds (Rodriguez-
Bencomo et al. 2011) that could prevent (or
enhance) the transport of the compounds to

the foam.

105



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

Estudio de los factores que influyen en las propiedades espumantes de los vinos espumosos

(Cava) ;

Laura Meding deiiAD®S-CAPITULO 1

influencia de la aplicacién de nuevas herramientas biotecnolédgicas

Table 2. Amino acid content of control wines, remainder wines and foam wines

Amino acid White Wine Rosé Wine
composition (mg/L) Control Wine Remainder Wine Foam Wine Control Wine Remainder Wine Foam Wine

Ammonium 1.84 £ 0.41 A 1.87 £ 0.49 A 1.66 + 0.05 A 1.90 £ 0.33 a 1.73 £ 0.06 a 1.63 £0.24
Aspartic acid 8.03 + 0.84 A 7.98 +1.01 A 8.28 + 0.18 A 10.43 £ 0.87 a 9.78 £ 0.22 a 9.71 £ 0.38
Glutamic acid 17.96 + 2.25 A 17.61 £ 2.69 A 19.91 + 0.32 A 18.73 £ 1.00 a 18.30 £ 0.20 a 18.13 £ 0.34
Asparagine 5.76 + 0.67 A 5.66 + 0.81 A 6.32 £+ 0.12 A 7.67 £ 0.54 a 7.32 £0.07 a 7.41 £0.26
Serine 3.84 + 0.44 A 3.80 £ 0.53 A 4.04 + 0.09 A 5.39+048 a 5.00 + 0.08 a 5.03+0.24
HO-Proline 5.83+0.72 A 5.75 +0.88 A 6.23 £ 0.19 A 4.25 +0.29 ab 3.95 + 0.08 a 4.65 +0.20
Glutamine 5.60 + 0.78 A 5.50 + 0.93 A 6.20 £ 0.12 A 6.77 £ 0.52 a 6.28 + 0.09 a 6.49 £ 0.17
Histidine 1.59 £ 0.22 A 1.56 £ 0.26 A 1.75 £ 0.03 A 1.36 £ 0.14 a 1.28 + 0.03 a 1.42 £ 0.04
Glycine 4.78 + 0.62 A 471 +0.73 A 5.22+0.10 A 5.85 +0.26 a 5.76 £ 0.05 a 5.71 £ 0.08
Threonine 3.42 £+ 0.26 A 3.38+0.30 A 3.64 + 0.09 A 4.47 +0.29 a 492 £ 0.15 a 4.72 +0.22
B-alanine 3.69 + 0.44 A 3.65 +0.53 A 3.93 + 0.09 A 3.87 £0.32 a 3.67 £ 0.01 a 3.63+0.23
Arginine 897 + 1.25 A 8.75+1.55 A 10.20 = 0.62 A 14.11 £ 1.12 a 13.61 + 0.25 a 12.88 £ 0.59
GABA 6.09 £ 0.77 A 5.98 + 0.91 A 6.70 £ 0.08 A 7.28 +0.35 a 7.24 £ 0.09 a 7.21+0.20
a-alanine 5.86 + 0.73 A 5.72 £ 0.90 A 6.67 £ 0.28 A 8.51+0.28 a 8.51 + 0.08 a 8.12 +0.78

Proline 301.8 + 35.4 A 300.0 + 42.6 A 3121 +56 A 228.2 + 146 a 237.2+438 a 229.6 £ 6.4
Tyrosine 4.02 +0.37 A 3.96 £ 0.44 A 438 + 0.04 A 8.29 +0.37 a 8.11 £ 0.09 a 8.17 £ 0.19
Valine 6.81 + 0.54 A 6.79 £ 0.64 A 6.93 + 0.08 A 7.24 £ 0.63 a 7.52+021 a 7.96 £ 0.59
Methionine 0.87 + 0.15 A 0.87 £ 0.19 A 0.90 + 0.12 A 1.47 £0.20 a 151+ 0.03 a 1.42 £ 0.04
Cysteine 16.40 + 2.05 A 16.39 + 2.51 A 16.45 + 0.56 A 20.18 + 2.07 a 20.29 £ 2.90 a 18.16 + 1.02
Isoleucine 3.88 + 0.54 A 3.85 £ 0.65 A 4.08 + 0.06 A 4.87 +0.34 a 4.68 + 0.08 a 4.64 +0.21
Tryptophan 1.18 £ 0.15 A 1.19 £+ 0.17 A 1.13 + 0.04 A 1.25 +0.12 a 1.10 £ 0.04 a 1.15 +0.14
Leucine 12.45 + 1.51 A 12.26 +1.82 A 13.52 £ 0.23 A 15.17 £ 1.12 a 14.56 + 0.29 a 14.50 + 0.66
Phenylalanine 9.87 + 1.21 A 9.73+1.45 A 10.70 £ 0.14 A 11.46 £ 0.61 a 11.12 £ 0.14 a 11.05 + 0.42
Ornithine 3.79 £ 0.37 A 3.74 £ 0.43 A 4.03 + 0.07 A 1.65 + 0.10 a 1.70 £ 0.02 a 1.68 + 0.07

414.07 + 1437 a

Total 461.34 + 54.87 A 457.44+66.02 A 483.44 +9.65 A 42044 £2823 a 42424+1038 a

All data are expressed as the arithmetic mean of three replicates + standard deviation. Different Capital letters indicate the
existence of statistically significant differences (p < 0.05) between samples of white wines. Different Lowercase letters indicate
the existence of statistically significant differences (p < 0.05) between samples of rosé wines.
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Some information on the influence of esters  Sparkling wines (Vanrell et al. 2002). The

and higher alcohols on wine foam properties ~ decrease in the total content of fatty acids

the possible reasons why the foam parameters
are higher than in RW and CW.

be rather inconclusive (Gallart et al. 2002). In
contrast, fatty acids seem to have a negative

effect on beer foam (Bravi et al. 2017) and in

Table 3. Biogenic amine content of control wines, remainder wines and foam wines

Biogenic amines White Wine Rosé Wine
composition (mg/L) Control Wine Remainder Wine Foam Wine Control Wine Remainder Wine Foam Wine

Histamine 0.88 + 0.06 A 0.88 + 0.07 A 0.89 + 0.03 A 1.19 + 0.12 a 1.10 £ 0.01 a 1.19 £ 0.08 a
Agmatine 2.22+0.38 A 2.19 £ 0.47 A 244 +0.11 A 299 +£0.33 a 2.65+0.10 a 2.62 +0.06 a
Tyramine 0.27 £ 0.02 A 0.27 £ 0.03 A 0.28 + 0.01 A 0.27 £ 0.03 a 0.23 + 0.08 a 0.29 + 0.03 a
Putrescine 5.40 £ 0.71 A 5.31 +£0.85 A 5.93 +0.07 A 4.33 +£0.14 a 4.36 + 0.06 a 4.35 +0.09 a
Cadaverine 0.27 £ 0.02 A 0.27 £ 0.03 A 0.28 + 0.01 A 0.18 + 0.02 a 0.17 + 0.01 a 0.17 +0.01 a

Total 9.04 £ 1.20 A 890 + 1.44 A 9.81 +0.22 A 8.95 + 0.63 a 8.52 +0.27 a 8.62 +0.28 a

All data are expressed as the arithmetic mean of three replicates * standard deviation. Different Capital letters indicate the
existence of statistically significant differences (p < 0.05) between samples of white wines. Different Lowercase letters indicate
the existence of statistically significant differences (p < 0.05) between samples of rosé wines.

Table 5 shows the phenolic compounds of the
three fractions of both base wines. No
significant differences were found between
FW, RW and CW in any of the base wines.
Other authors have found no clear correlation
between phenolic compounds and foam
properties (Girbau-Sola et al. 2002, Martinez-
Lapuente et al. 2015).

Figure 2 shows the results of protein analysis
by HRSEC-DAD of the control, remainder and
foam wines. In the case of rosé wine, three
fractions were obtained. The high molecular
weight fraction (HMW) has a molecular weight
(MW) higher than 80 kDa, the intermediate

molecular weight fraction (IMW) has an MW

between 80 and 60 kDa and the low molecular
weight fraction (LMW) has an MW below 60
KDa. However, in the case of white wine only
two fractions were detected: HMW and IMW.
The lack of an LMW fraction in the white wine
was probably because this wine was
previously treated with bentonite to eliminate

the risk of protein haze

No significant differences were found in the
total protein concentration of CW and FW in
the case of white wine. However, FW showed
a significantly  higher  total  protein
concentration than RW, and this behaviour
was found in the two detected molecular

weight fractions. In contrast, the rosé wine FW
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Table 4. Volatile compounds of control wines, remainder wines and foam wines

White Wine Rosé Wine
Compound
Control Wine Remainder Wine Foam Wine Control Wine Remainder Wine Foam Wine
Esters (mg/L)
Ethyl butyrate 0.28 + 0.02 B 0.24 + 0.01 B 0.1 +0.01 A 0.32 + 0.02 c 0.25 £ 0.01 b 0.12 + 0.02 a
Ethyl hexanoate 0.41+0.02 B 0.56 + 0.03 C 0.2+ 0.04 A 0.60 + 0.04 c 0.34 £ 0.02 b 0.20 + 0.06 a
Ethyl lactate 1523+ 8.1 B 136.3 £ 0.6 A 129.9 + 3.2 A 132.2+14 b 132.6 £ 5.0 ab 1233+33 a
Ethyl octanoate 1.31 + 0.06 B 141 +£0.11 B 0.73 £ 0.11 A 1.22 £ 0.16 b 0.73 £ 0.01 a 0.92+0.10 a
Ethyl decanoate 0.83+0.01 A 0.71 £ 0.25 A 0.89 + 0.04 A ND - ND - ND -
Diethyl succinate 3.41+0.01 A 3.40 £+ 0.04 A 3.44 + 0.31 A 0.49 + 0.03 a 0.51 £ 0.03 a 0.47 £ 0.03 a
Ethyl dodecanoate 0.77 £ 0.06 A 0.86 + 0.02 A 0.82 + 0.06 A ND - ND - ND -
2-Phenylethyl acetate 0.10 + 0.01 B 0.09 + 0.00 B 0.05 + 0.00 A 0.18 + 0.01 b 0.17 £ 0.01 b 0.13 + 0.02 a
O Total .- 1594+82 B 1435£05 A 136230 A 135011 b 1346%55 b 1251432  a
Higher alcohols (mg/L)
1-propanol 16.84 + 0.91 B 14.24 + 0.52 A 13.12 + 0.81 A 19.83 + 0.76 a 19.14 + 1.64 a 16.86 + 1.47 a
2-Methyl-1-propanol 18.39 £ 0.93 A 21.75+0.59 B 18.27 + 0.62 A 18.97 + 0.25 b 19.11 + 1.02 b 14.06 + 0.50 a
1-butanol 0.38 + 0.02 B 0.29 + 0.01 A 0.28 + 0.01 A 0.42 + 0.00 b 0.41 £ 0.03 b 0.35+0.02 a
2-Methyl-1-butanol 27.45+1.19 A 33.38+1.09 B 2896+ 127 A 23.75 £ 0.33 b 2338 £0.79 b 20.56 + 0.56 a
3-Methyl-1-butanol 152.0 £ 6.8 AB 1683 +3.0 B 1511+ 7.7 A 143.7 + 1.8 b 144.1 + 3.7 b 126.5+ 35 a
1-Hexanol 1.28 £ 0.05 B 1.30 £ 0.01 B 1.13 £ 0.05 A 1.21 £ 0.06 b 1.16 £+ 0.02 ab 1.04 £ 0.08 a
B-Phenylethanol 36.09 + 2.34 A 3756 £0.36 A 3845+ 137 A 26.19 £ 0.51 a 26.56 + 0.47 a 26.28 £ 0.79 a
Total 252.4+122 AB 2768 +5.3 B 2412+73 A 2341 £ 3.7 b 2339 +3.7 b 205.6 + 4.6 a
Fatty acids (mg/L)
c4 1.34 £ 0.05 B 0.93 + 0.03 A 0.87 + 0.06 A 1.14 £ 0.02 a 112 +0.11 a 0.99 +0.10 a
C6 5.17 £ 0.15 B 4.35 £ 0.10 A 4.32 £ 0.02 A 4.72 £ 0.19 a 4.58 + 0.05 a 4.60 £ 0.12 a
c8 8.64 + 0.33 C 6.97 + 0.27 B 3.09 + 0.32 A 7.83 £ 0.35 a 5.84 £ 0.40 b 6.36 + 0.27 b
C10 0.90 + 0.04 B 1.12 £ 0.02 C 0.10 + 0.03 A 1.72 £ 0.13 b 1.71+0.21 b 1.38 £ 0.17 a
Total 16.05 + 0.56 C 13.37 + 0.40 B 8.37 + 0.38 A 15.41 + 0.65 b 13.33 + 0.41 a 13.32 £ 0.23 a

All data are expressed as the arithmetic mean of three replicates + standard deviation. ND: Non-detected. Different Capital
letters indicate the existence of statistically significant differences (p < 0.05) between samples of white wines. Different
Lowercase lettersindicate the existence of statistically significant differences (p < 0.05) between samples of rosé wines.
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Table 5. Phenolic compounds of control wines, remainder wines and foam wines

Phenolic composition White Wine Rosé Wine
(mg/L) Control Wine Remainder Wine Foam Wine Control Wine Remainder Wine Foam Wine
Caftaric acid 680 +019 A 682+015 A 669 +052 A 601002 a 595 +0,05 a 6,00 + 0,08

Coutaric acid 1261+028 A 1188+013 A 1297 +130 A 465 +006 a 461+003 a 4,65 + 0,04
Caffeic acid ND ND ND 492 +003 a 483 +009 a 4,87 + 0,03
Fertaric acid 201+008 A 1,75 +030 A 1,50 +034 A 1,06 £+0,06 a 096 +0,06 a 0,97 + 0,04

Quercetin-3-glucuronide 0,10 + 0,01 B 0,08 + 0,01 A 0,07 £ 0,01 A 0,44 + 0,06 a 0,41 + 0,06 a 0,38 + 0,01

Syringetin-3-glucoside ND ND ND 0,45 + 0,02 a 0,44 + 0,02 a 0,42 + 0,03
Total 2153 +057 A 2054+059 A 2124+218 A 1753 +024 a 1720+032 a 17,29 +0,23

All data are expressed as the arithmetic mean of three replicates + standard deviation. ND: Non-detected. Different Capital
letters indicate the existence of statistically significant differences (p < 0.05) between samples of white wines. Different
Lowercase letters indicate the existence of statistically significant differences (p < 0.05) between samples of rosé wines.

had a significantly higher total protein
than CW and RW. This
behaviour was also found in the HMW and
IMW fractions. The IMW fraction of FW was

also significantly higher than in CW, but this

concentration

difference was not significant in the case of
RW. This indicates that the FW were enriched
and the RW impoverished in proteins, which
confirms the important role that proteins exert
on the film composition of the foam. Brissonet
and Maujean (1991) reported similar results
the Bradford method for

estimation (Bradford 1976). Our data confirm

using protein

this using a more specific procedure.

Figure 3 shows the results of polysaccharide
analysis by HRSEC-RID. In both the wines
studied, three fractions were obtained. The
high molecular weight fraction (HMW) had an
MW higher than 53 kDa, the intermediate
molecular weight fraction (IMW) had an MW

between 5 and 53 kDa and the low molecular

weight fraction (LMW) had an MW lower than
5 kDa.

In the case of white wine, no significant
the

polysaccharide concentration between FW

differences were found in total
and the other wine fractions. This behaviour
was similar in the three MW fractions. In the
case of rosé wine, the total polysaccharide
RW was but

significantly lower than in FW and CW. This

concentration  of slight
difference was due only to the HMW fraction,
since no significant differences were detected
in the other polysaccharide fractions. The
participation of manoproteins and
polysaccharides in the film composition of the
foam has been suggested by some authors
(Martinez-Lapuente et al. 2013). However,
most of these studies were carried out using
the Dubois method (Dubois et al. 1956) for

polysaccharide estimation (Brissonet and
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Maujean 1991), which is neither very specific ~ nor accurate.

Figure 2. Protein fraction of control wines, remainder wines and foam wines
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All data are expressed as the arithmetic mean of three replicates + standard deviation. HMW: High molecular weight
protein fraction (MW > 80 kDa); IMw: Intermediate molecular weight protein fraction (80 kDa > MW > 60 kDa); LMW:
Low molecular weight protein fraction (MW < 60 kDa); N.D: Non-detected. Different Capital letters indicate the existence
of statistically significant differences (p < 0.05) between samples of white wines. Different Lowercase letters indicate the
existence of statistically significant differences (p < 0.05) between samples of rosé wines.

Figure 3. Polysaccharide fraction of control wines, remainder wines and foam wines

3501 A.wWhite wine i AA 3501 B_Roséwine

%ﬂ 300 %ﬂ 300
E 250 £ 250
T )

< 200 2 2001
® <

S 150 -FO' 150+
& ©

2 100 AAA £ 100
& 50 — 501

0 .. . .. . 0 .
HMW IMw LMW TP HMW MW LMW
[J Control wines [] Remainder wines [ Foam wines

All data are expressed as the arithmetic mean of three replicates + standard deviation. HMW: High molecular weight polysaccharide
fraction (709-53 kDa); IMW: Intermediate molecular weight polysaccharide fraction (53-5 kDa); LMW: Low molecular weight
polysaccharide fraction (5-0 kDa); TP: Total polysaccharides. Different Capital letters indicate the existence of statistically significant
differences (p < 0.05) between samples of white wines. Different Lowercase letters indicate the existence of statistically significant
differences (p < 0.05) between samples of rosé wines.

More recently, Martinez-Lapuente et al. (2015)  Polysaccharides and foamability using more
found no significant correlation between ~ @ppropriate analytical techniques. Our results
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show that foam wines have a very similar
polysaccharide ~ compositon to  their
corresponding remainder and control wines,
which suggests that polysaccharides are not
key compounds for the film composition of the

foam.

In order to better understand which factors
determine wine foaming properties, a
statistical correlation was performed. Table 6
shows the Pearson correlation coefficients and
p values obtained for foamability (Hm) and
foam persistence (Hs) in relation to the
different parameters analysed of white and

rosé wines.

In the case of white wine, Hm showed a
significant (p < 0.05) positive correlation only
with proteins (total and HMW and IMW
fractions), whereas it showed a significant
negative correlation with ethanol, titratable
acidity, total higher alcohols and viscosity. Hm
also showed a high negative correlation with
total fatty acids, being not significant by a very
small margin (p = 0.051). Meanwhile Hs
showed a significant positive correlation with
proteins (total and HMW and IMW fractions)
and total phenols, whereas it correlated
negatively with tartaric acid, titratable acidity

and total higher alcohols.

In the case of rosé wine, Hm correlated (p <

0.05) positively with proteins (total and the

three MW fractions), polysaccharides (total
and the three MW fractions), malic acid and
some of the CIELab coordinates (C*, h*, a*
and b*), whereas it correlated negatively with
ethanol, titratable acidity, pH, total higher
alcohols and total esters. Meanwhile Hs
correlated positively with proteins (total and
the three MW fractions), polysaccharides (total
and IMW fraction), CIELab coordinates (C*, h*,
a* and b¥) and density, whereas it correlated
negatively with ethanol, titratable acidity, pH,

total higher alcohols, total esters and viscosity.

The correlation analysis enables some
obvious conclusions to be drawn which
confirm previous reported data, such as
proteins being a positive factor for wine foam
(Coelho et al. 2011, Esteruelas et al. 2015) but
ethanol being the opposite (Dussaud et al.
1994, Girbau-Sola et al. 2002, Esteruelas et
al. 2015). However, it seems that other factors
do or do not have an effect on wine foam
depending on the wine, white or rosé, which
makes it very difficult to draw conclusions
about their influence on wine foam. For that
reason principal component analysis (PCA)
was carried out using those parameters, as
this enables better separation between the

three wine fractions.

Figures 4 and 5 show the plot of varimax-
rotated principal component analysis for white

and rosé wine. In both cases PCA enables
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separation of the three fractions of the wine
with an explained aggregate variance for the
two components of over 80%. The loadings
are presented as arrows, the length and
direction of which indicate the contribution
made by both components. In the case of
white wine, the three fractions were separated
perfectly through PC1, placing FW at the right,
RW at the left and CW in the centre. PC2,
meanwhile, only separated CW from the other
two fractions, with CW being placed at the top
of the graphic and FW and RW in the lower
part.

The results obtained for rosé wine showed a
generally similar trend to the PCA obtained for
white wine, although with certain differences.
In this case FW was separated from CW and
RW through PC1, placing FW to the right and
CW and RW to the left. Meanwhile PC2
enabled RW to be separated from CW, placing
CW above RW.

The arrows corresponding to both foam
parameters,
towards the right in both PCAs, indicating that

samples placed more to the right have better

Hm and Hs, were directed

foam properties. This is why PC1 perfectly
separated FW from CW and RW, since this
fraction has significantly higher foam
parameters. The total protein arrow in both
PCAs was directed towards the right, whereas

ethanol, higher alcohols and titratable acidity

were directed more or less to the left. The fatty
acids arrow is also directed towards the left-
hand side, but upwards as well. This indicates
that the FW fraction was enriched in proteins
and impoverished in ethanol, higher alcohols,
titratable acidity and fatty acids. Since proteins
have been described as positive factors for
foam (Pueyo et al. 1995, Vanrell et al. 2007,
Esteruelas et al. 2015), and ethanol (Dussaud
1994, Girbau-Sola et al. 2002,
Esteruelas et al. 2015) and fatty acids (Bravi et

et al.

al. 2017) as negative factors, these changes
perfectly explain why the FW fraction has
higher foam parameters than CW and RW.

The arrow corresponding to ethanol, esters
and fatty acids are directed towards the
opposite side of the FW fraction in both PCAs.
This only confirms that their concentration was
lower in FW than in the other two fractions,
probably because the CO, sparging process
used to fraction the base wines caused a

partial evaporation.
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Table 6. Pearson’s correlation coefficients between maximal (Hm) and stable (Hs) heights of the foam
and the analyzed wine components

White Base Wine

Rosé Base Wine

Parameter Hm Hm
PCC p PCC p PCC p PCC p
Ethanol -0.8555 0.003 -0.3637 0.336 -0.7290 0.026 -0.8616 0.003
Malic acid - - - - 0.7599 0.017 0.5151 0.156
Lacticacid -0.3325 0.382 -0.2231 0.564 0.0444 0.910 -0.2132 0.582
Tartaricacid -0.6189 0.076 -0.8635 0.003 0.3573 0.345 0.4313 0.246
Titratable acidity -0.8731 0.002 -0.9075 0.001 -0.8581 0.003 -0.8097 0.008
pH -0.3513 0.354 -0.0609 0.876 -0.7520 0.019 -0.6910 0.039
Glycerol 0.3949 0.293 0.1227 0.753 -0.3891 0.301 -0.1744 0.654
Total aminoacids 0.2765 0.471 0.1267 0.745 -0.1966 0.612 -0.1460 0.708
Total biogenic amines 0.4055 0.279 0.1940 0.617 0.1666 0.668 -0.0063 0.987
Total Phenols 0.5355 0.137 0.6982 0.036 0.0208 0.958 -0.0229 0.953
Total Higher Alcohols -0.9257 0.001 -0.8192 0.007 -0.8736 0.002 -0.9694 <0,0001
Total Fatty acids -0.6635 0.051 -0.0551 0.888 -0.0273 0.944 -0.2906 0.448
Total Esters -0.3307 0.385 0.2414 0.532 -0.7182 0.029 -0.7943 0.011
HMW 0.0353 0.928 0.0256 0.948 0.8291 0.006 0.5941 0.092
. MW -0.5672 0.111 -0.4731 0.198 0.7958 0.010 0.7314 0.025
Polysaccharides
LMW -0.0318 0.935 -0.3004 0.432 0.6841 0.042 0.5005 0.170
Total -0.1493 0.701 -0.2937 0.443 0.8464 0.004 0.6898 0.040
HMW 0.9471 0.000 0.8236 0.006 0.8591 0.003 0.9416 0.001
Proteins MW 0.8215 0.007 0.8479 0.004 0.7969 0.010 0.9098 0.001
LMW - - - - 0.7062 0.033 0.8847 0.002
Total 0.9048 0.001 0.8451 0.004 0.8022 0.009 0.9206 0.000
L* -0.5910 0.094 -0.2857 0.456 -0.2542 0.509 -0.4056 0.279
C* 0.4823 0.189 -0.1182 0.762 0.8380 0.005 0.8897 0.001
CIELab Coordinates h* -0.0465 0.905 0.5750 0.105 0.8913 0.001 0.9489  <0,001

a* -0.0746 0.849 -0.6212 0.074 0.7690 0.015 0.8436 0.004
b* 0.4669 0.205 -0.1608 0.679 0.8846 0.002 0.9442 0.001
Density 0.2564 0.505 -0.3149 0.409 0.6467 0.060 0.7180 0.029
Surface Tension -0.0248 0.949 0.5691 0.110 -0.0375 0.924 -0.3447 0.364
Viscosity -0.7319 0.025 -0.1492 0.702 -0.4809 0.190 -0.6719 0.047

PCC: Pearson’s correlation coefficient; HMW, high molecular weight; IMW, intermediate molecular weight; LMW, low
molecular weight. CIELab coordinates, Lightness (L*), Chroma (C*), Hue (h*), red-greenness component (a*), and
yellow-blueness component (b*). Numbers in bold indicates the existence of significant correlation(p < 0.05).
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Figure 4. Plot of varimax-rotated principal components analysis for white control wine
and its corresponding remainder wine and foam wine
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Figure 5. Plot of varimax-rotated principal components analysis for rosé control wine and
its corresponding remainder wine and foam wine
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The arrows corresponding to the physical
parameters of the wines also showed similar
behaviour in both PCAs. Surface tension was
directed upwards whereas density was
directed downwards. This means that CW has
higher surface tension and lower density than
the other two fractions. The lower density of
CW is simply explained by its higher ethanol
content. However, the higher surface tension
must be due to other factors, since a higher
ethanol content implies lower surface tension
(Glampedaki et al. 2010). In any case, surface
tension does not seem to have any relation to
Hm or Hs. Viscosity was directed towards the
left-hand side of the graphic in both PCAs.
This means that FW is less viscous that CW
and RW. Since the higher the ethanol content
the higher the viscosity (Yanniotis et al. 2007),
this is explained by the lower ethanol

concentration of FW.

In the case of the white wine PCA, the CIELab
coordinate h* was directed upwards whereas
a* was directed downwards practically in
parallel with PC2. In contrast, L* is directed
towards the upper left-hand side of the
graphic. These data may be related to the total
phenols, since h* is more or less aligned with
the total phenol arrow and a* and L* go more
or less in the opposite direction. In the case of
rosé wine, the CIELab coordinate a* was

directed to the right nearly in parallel with PC1.

This indicates that FW has a deeper red colour
than the other fraction, probably because it
has been enriched in anthocyanins. Martinez-
Lapuente et al. (2015) have reported that
anthocyanins have a positive effect on wine
foam properties, which would also help to
explain, in the case of the rosé wine, why FW
has higher Hm and Hs than the other fractions.
Evidently this behaviour was not detected in
the white wine PCA because no anthocyanins

were present.
Conclusion

It can be concluded that the wines obtained
from the overflowed foam (FW) have more
enhanced foam parameters than their
corresponding original wine (CW) and the
remainder wine (RW). This improvement is
probably because FW is enriched in proteins
and impoverished in ethanol and fatty acids.
The foam wine is also impoverished in esters
and titratable acidity and has higher density
and lower surface tension and viscosity. Some
of these changes, those associated with
volatile compounds, can be attributed to the
partial evaporation caused by the CO;
sparging process used to fraction the base
wines. However, the enrichment in non-volatile
compounds, especially proteins, must be
associated with the fact that these tensoactive
substances participate in the structure of the

bubble’s film, which implies a higher
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concentration in the wine obtained after they

collapse.
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Capitulo 2. Efecto de la inoculacién secuencial
(Torulaspora delbrueckii/Saccharomyces cerevisiae) en la
primera fermentacion sobre las propiedades
espumantes del vino espumoso

La utilizacidon de inéculos de levaduras No-Saccharomyces en fermentaciones
mixtas (co-inoculacién o inoculacion secuenciada), con el objetivo de mejorar la
calidad y complejidad de los vinos, es una tendencia que en los ultimos afios
estd ganando interés.

En un estudio previo realizado por nuestro grupo de investigacion, se comprobd
que la inoculacién secuencial de Torulaspora delbrueckii y Saccharomyces
cerevisiae durante la primera fermentacion, producia vinos base con mejores
propiedades espumantes (HM y HS) que las del vino base obtenido mediante
inoculacién convencional, probablemente debido a que estos vinos
presentaban una mayor concentracion de proteinas. Por este motivo nos
planteamos estudiar si las propiedades espumantes de los Cavas producidos a
partir de los vinos base obtenidos por inoculacidon secuenciada, conservaban
esas mejores caracteristicas espumantes. Los resultados muestran que
efectivamente la inoculaciéon secuenciada con T. delbrueckii y S. cerevisiae

permite obtener vinos espumosos con mejores propiedades espumantes.

Los analisis de los vinos fueron llevados a cabo en el laboratorio de Tecnologia
Enoldgica (TECNENOL) de la Universitat Rovira i Virgili. Los resultados del estudio
fueron publicados en la revista European Food Research and Technology.

Medina-Trujillo, L., Gonzalez-Royo, E., Sieczkowski, N., Heras, J., Canals, J.M., &
Zamora, F. (2017). Effect of sequential inoculation (Torulaspora
delbrueckiif{Saccharomyces cerevisiae) in the first fermentation on the foaming
properties of sparkling wine. European Food Research and Technology, 243, 681-
688. DOI: 10.1007/s00217-016-2781-2.
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Effect of sequential inoculation (Torulaspora delbrueckii/Saccharomyces

cerevisiae) in the first fermentation on the foaming properties of sparkling wine

Laura Medina-Truijilloa, Elena Gonzélez-Royo?, Nathalie Sieczkowski®, José Heras®, Joan

Miquel Canals@ and Fernando Zamoraz,

a Departament de Bioquimica i Biotecnologia, Facultat d’Enologia de Tarragona,
Universitat Rovira i Virgili, C/Marcel.li Domingo, 1. 43007 Tarragona, Spain

b allemand BIO S.L., C/ Galileu 303, 12 planta. 08028 Barcelona, Spain

Abstract

In a previous study we reported that sequential inoculation of Torulaspora delbrueckii and
Saccharomyces cerevisiae during the first fermentation increased the protein concentration and
improved the foaming properties of a base wine. Since effervescence and foam of sparkling wines
are key quality factors, the interest of this practice for sparkling wine industry is obvious. In this
paper we study whether the foaming properties of the sparkling wines produced from the base
wines obtained by sequential inoculation with T. delbrueckii and S. cerevisiae remains better than
those of their controls produced from base wines fermented only with S. cerevisiae. The obtained
results confirmed that sequential inoculation in the production of the base wine originated
sparkling wines with significantly higher maximum heights of foam than conventional inoculation,
probably because autolysis of the T. delbrueckii cells in the base wine released higher amounts of

proteins, especially of the low molecular weight fraction.

Keywords Torulaspora delbrueckii - Saccharomyces cerevisiae - Sequential inoculation -
Sparkling wine - Foam
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Introduction

The quality of sparkling wines depends on
several factors, including effervescence and
foam [1]. One of the main concerns of the
sparkling wine industry is therefore to find new
ways of improving foamability and foam
persistence. The foaming properties of
sparkling wines depend largely on their
chemical composition [2], which is closely
related to grape variety and maturity and the
winemaking conditions [3]. It has been
reported that foam stability is favored by the
presence of surfactant agents such as
proteins, mannoproteins and polysaccharides,
whose surface properties stabilize the
interface of the bubbles [4]. In fact, it has been
reported that all winemaking treatments that
concentration

decrease  the  protein

dramatically affect the wine's foaming
properties [5, 6]. The sparkling wine industry
is therefore usually extremely careful with
every factor that affect the protein levels of
musts, base wines and sparkling wines, such
as the maturity level [7], the pressing process
[3], discoloration with charcoal [8], bentonite
fining [9, 10], and the use of certain riddling
agents [11]. Several strategies for improving
foam properties have also been proposed.
These include supplementation with inactive

dried yeasts [12] and the selection of different

strains of Saccharomyces cerevisiae with
higher autolytic capacities [13].

It is well know that the development of some
non-Saccharomyces  yeasts such as

Torulaspora  delbrueckii,  Metschnikowia
Candida

Hanseniaspora spp and Pichia kluyveri during

pulcherrima, zemplinina,
alcoholic fermentation can improve the quality
and complexity of wine [14, 15]. Specifically,
positive effects have been reported on aroma,
glycerol, polysaccharides, mannoproteins and
volatile acidity either by using mixed cultures
or through the sequential inoculation of
different species of non-Saccharomyces and
Saccharomyces [16, 17, 18, 19]. Some strains
of these non-Saccharomyces yeasts are
available in the market in the form of Active
Dry Yeast and the International Organization
of Vine and Wine (OIV) is currently updating

its information on non-Saccharomyces yeasts.

T. delbrueckii is one of the most promising

non-Saccharomyces yeasts because it
increases glycerol concentration, reduces the
content of acetic acid and acetaldehyde, and
enhances total acidity of wines [20, 14]. It has
T. delbrueckii

increases the presence of certain volatile

also been reported that
compounds [21] because of its higher [
glucosidase activity. Some strains of T.
delbrueckii also appear to have a greater

polysaccharide production capacity than S.
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cerevisiae [22, 23].

research group has proposed using T.

More recently, our

delbrueckii to improve the foaming properties
of sparkling wines [24]. A sequential
inoculation of T. delbrueckii and S. cerevisiae
during the first fermentation increased the
protein concentration and both the maximal
(HM) and stable height (HS) of the foam of the
base wine by the Mosalux method. However,
it has not yet been verified whether this effect
remains in sparkling wine after the second
fermentation. In this paper we study whether
sparkling wines produced from the base wines
obtained by sequential inoculation with T.
delbrueckii and S. cerevisiae present better
foaming properties than their controls
produced from base wines fermented only

with S. cerevisiae.
Material and methods
Chemicals

All products were of high purity and suitable
for high-performance liquid chromatography
(HPLC). Ammonium formate and ammonium
acetate with grade purity =99.0% were
(Madrid,
Spain). Absolute ethanol was supplied by
VWR

Hydrochloric acid and sodium hydroxide were

purchased from Sigma-Aldrich

(Fontenay-sous-Bois,

France).

provided by Panreac (Barcelona, Spain). Pure

water was obtained from a Milli-Q purification
system (EMD Millipore, Billerica, MA, USA).
Base wines

White

produced in the experimental winery of the

monovarietal base wines were
Oenology Faculty of the Rovira i Virgili
University in Constanti (Tarragona, Spain)
with  Macabeo grapes from vineyards
belonging to Juve & Camps SL in Espiells
[AOC Cava; 41°27' 1.8972" (N) and 1°49'
6.6216" (E)] during the 2013 vintage and as
described in a previous study [24]. The grapes
were picked manually, crushed and pressed
to obtain a yield of 0.6 L/kg of grapes. The
must was sulphited immediately (30 mg/L of
potassium disulphite) and filtered with a rotary
vacuum filter. The grape juice was then
poured into six stainless steel tanks each with
a capacity of 100 L. Three tanks were
conventionally inoculated with 250 mg/L of a
commercial S. cerevisiae yeast strain
(QA23®, Lallemand Inc., Montreal, Canada)
and the other three tanks were initially
inoculated with 250 mg/L of commercial T.
delbruekii  (Biodiva™,

Montreal, QC, Canada). Twenty-four hours

Lallemand Inc.,

later, when the density had fallen to around
ten units, the tanks were re-inoculated with
250 mg/L of the control S. cerevisiae yeast
strain (QA23®, Lallemand Inc., Montreal, QC,

Canada). As shown in a previous study [24],
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the imposition of the commercial strains of T.

delbruekii and S. cerevisiae was verified.

All microvinifications were performed at 18 + 1
°C. Once the alcoholic fermentations had
finished, the wines were racked and sulphited
(40 mg/L of potassium disulphite). All wines
were maintained in airtight vessels at 4 °C.
Samples of the base wines were analyzed
three months later.
Sparkling winemaking
Sparkling wine (Cava) production was carried
out by the traditional method with both base
wines six months after the end of alcoholic
fermentation. Both base wines were
supplemented with 22 g L' of sucrose, 30 mg
L of bentonite as the riddling agent (Adjuvant
83; Station Oenotechnique du Champagne,
Epernay, France) and 2 x 108 cells ml™* of a
yeast ((EC1118,
Inc., Montreal, QC, Canada).

Twelve bottles of each base wine were

pre-adapted culture

Lallemand

prepared. The wines were then bottled and
crown-corked. Nine months later, all the
sparkling wines were disgorged, analyzed and

tasted.
Preparation of samples for analysis

The sparkling wines were centrifuged at
12,000 x g at 4 °C for 15 min (Sorvall RC-5C,
Heraeus, Hanau, Germany). The supernatant

was used directly to measure the foaming

properties and for chemical analysis (pH and
ethanol content). For other analyses and to
isolate the macromolecular fraction, the
samples were previously degassed by
magnetic stirring in an Erlenmeyer flask for 15
min.

Standard wine analysis

The analytical methods recommended by the
OIV were used to determine titratable acidity
and volatile acidity [25]. Ethanol contents (%
viv) were measured using an ebullioscope
(GAB systematic analytical, Barcelona, Spain)
and pH was measured using a pH-meter
Basic-20  (CRISON,

Glycerol and sugars (D-glucose and D-

Barcelona,  Spain).
fructose) were measured using enzymatic kits
(R-Biopharm AG., Darmstadt, Germany).

Supplementation of a still wine with
macromolecular fraction from different
sparkling wines

Aliquots of 300 mL of both previously
degassed sparkling wines were dialyzed in
tubes with a molecular weight cut-off of 3.5
kDa (Membrane Filtration Products Inc., San
Antonio, TX, USA). The dialyzed samples
were lyophilized and preserved at -20 °C. All
the macromolecules contained in 300 mL of
each of the two sparkling wines were
dissolved in 450 mL of a still white wine in

order to enrich it in the colloids. The original
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wine and the enriched wines were used to

analyze the foaming properties, the

polysaccharides and the proteins.
Measurement of the foaming properties

The samples were tempered at 18 °C for 24 h
before analysis. Foamability and foam stability
were measured using the Mosalux method
[26]. A glass cylinder placed on a glass frit
was filled with 100 mL of the sample. Carbon
dioxide was then injected into the glass
cylinder through the glass frit, with a constant
gas flow of 115 mL/min under a constant

pressure of 2 bars.

Two parameters were measured using a
Mosalux apparatus (Station Oenotechnique
de Champagne, Cormontreuil, France): HM,
which is the maximum height reached by the
foam after CO> injection through the glass frit;
and HS, which is the stable height during CO;
injection. HM represents foamability (the
wine’s ability to foam) and HS represents
foam stability (the persistence of the foam
collar, or the wine’s ability to have a stable
Both of

expressed in mm. The Mosalux parameters

foam). these parameters are
were determined three times for each bottle of
sparkling wine, which was analyzed in

triplicate (3 bottles x 3 replicates per bottle).

Preparation of sample proteins and
determination by HRSEC DAD

Aliquots of sparkling wines (20 mL) were
dialyzed in tubes with a molecular weight cut-
off of 3.5 kDa (Membrane Filtration Products
Inc., San Antonio, TX, USA). The dialyzed
samples were lyophilized and preserved at
-20 °C. The soluble fractions were analyzed
by high-resolution size-exclusion
(HRSEC) in

determine the molecular distribution and to

chromatography order to

quantify the proteins obtained from samples
[27].  The

resuspended in 0.4 uL of 300 mM ammonium

lyophilized  samples  were
acetate and centrifuged (12 000 x g for 5
min). The supernatant was filtered through
0.22 um acetate cellulose filters (Millipore
GSE) and 100 uL of supernatant was then
injected into the chromatographic system. The
analyses were carried out in an HPLC Agilent
1200 Series system (Agilent Technologies)
with a diode array detector (DAD) to monitor
output at 230 and 320 nm. Separation was
carried out at 20 °C using a S 165 Shodex gel
permeation HPLC column (OHpak 166 SB-
803 HQ, 300mmx 8mm i.d.; Showa Denko).
The mobile phase consisted of an aqueous
solution of 300 mM ammonium acetate
applied at a constant flow of 0.6 mL/min for 70
min. The proteins were quantified according to

the peak area for each fraction using the
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external standard method with bovine serum

albumin between 0 and 1 mg/mL.

Polysaccharide extraction and

determination by HRSEC-RID

The samples were processed using the
methodology described by [28]. Briefly, 10 mL
of sample was concentrated to a final volume
of 2 mL using a vacuum evaporator (Univap
148 100ECH; Progen Scientific, London, UK).
Total  soluble  polysaccharides  were
precipitated by adding 10 mL of cold acidified
ethanol (hydrochloric acid 0.3 M in absolute
ethanol) and kept for 24 h at 4 °C. The
samples were then centrifuged (10000 x g for
15 min) and the supernatants discarded.
Finally, the precipitates were dissolved in 1
mL of ultra-pure water, frozen to -20 °C and
freeze-dried using a
LyoQuest HT40 Beijer Electronics). The

soluble fractions were analyzed by high-

lyophiliser  (Telstar

resolution  size-exclusion  chromatography
(HRSEC) in order to determine the molecular
distribution and quantify the polysaccharides
the samples [28]. The

lyophilised samples were resuspended in 1

obtained from

mL of 50 mM ammonium formate and filtered
through 0.22 um acetate cellulose filters
(Merck Millipore, Darmstadt, Germany). Then,
100 uL was injected into the chromatographic
system. The analyses were carried out in an
HPLC Agilent 1200 Series system (Agilent

Technologies Inc., Santa Clara, USA) with a
refractive index detector. Separation was
carried out at 20 °C using two Shodex gel
permeation HPLC columns (OHpak SB-803
HQ and SB-804 HQ, 300 mm x 8 mm |.D.;
Showa Denko, Japan). The mobile phase
consisted of an aqueous solution of 50 mM
ammonium formate applied with a constant
flow of 0.6 mL/min for 60 min, and the cell RID
temperature was 35 °C. The molecular weight
distribution of the wine fractions was followed
by calibration with a pullulan calibration kit
Shodex P-82 (P-5, MW=59 kDa; P-10,
MW=11.8 kDa; P-20, MW=22.8 kDa; P-50,
MW=47.5 kDa; P-100, MW=112 kDa; P-200,
MW=212 kDa; P-400, MW=404 kDa; P-800,
MW=788 kDa)
(Barcelona,
(BioChemika; 12, 25, 50 and 80 kDa)
purchased from Fluka (St. Louis, MO, USA).

The  polysaccharides  were

purchased from Waters

Spain) and four dextrans

quantified
according to the peak area for each fraction
using the external standard method with
pectin and dextran commercial standards
(Sigma—Aldrich, Saint Louis, MO, USA) in the
range between 0 and 2 g/L (r2 >0.99).
Sensory analyses

All sensory analyses were performed in the
tasting room of the Faculty of Enology in

Tarragona (Universitat Rovira i Virgili), which
was designed according to UNE 87004.197.
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Tasting was carried out with the ISO official
tasting glasses (ISO 3591.1977). To evaluate
the organoleptic characteristics of the various
samples, all the sparkling wines were tasted
by a group of twelve expert enologists from
the Rovira i Virgili University. A sensory
triangle test was conducted according to UNE
ISO 4120.1983 in order to compare sparkling
wine from conventional inoculation  with

sparkling wine from sequential inoculation.

The main objective was to determine whether
the tasters were able to recognize which
sparkling wine was different. The second
objective was to determine which sparkling
wine was preferred by the panelists who had

correctly identified the various wines.
Statistics

All physical and chemical data are expressed
as the arithmetic average + the standard
deviation from three replicates. One-factor
analysis of variance (ANOVA) and Tukey'’s
test were carried out with SPSS software
(SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA). The level
of significance of the sensory triangle test was

determined by Jackson’s method [29].
Results and discussion

Table 1 shows the general parameters of the
base wines and the sparkling wines. As
expected, the ethanol content of the sparkling

wines was around 1.3 % greater than that of

the base wines. This increase corresponds to
the transformation of the added sugar (22 g/L)
into ethanol with a transformation ratio of 16.9
g/L by ethanol degree. Since both base wines
had similar ethanol contents, their
corresponding sparkling wines also had
similar values. In general, the titratable acidity
of sparkling wines was significantly lower than
in the base wines and their pH were
significantly higher. These data are also
logical because the increase in ethanol
causes a decrease in hydrogen tartrate
solubility [30]. Volatile acidity and glycerol
concentration increased after the second
fermentation and were significantly higher in
the sparkling wines. In general, these changes
between base wines and sparkling wines are
in agreement with previously published data

[31,7].

In our previous study we observed that
sequential inoculation with T. delbrueckii and
S. cerevisiae produced base wines with
significantly higher glycerol contents and
significantly lower volatile acidities than those
obtained by conventional inoculation. These
data are in agreement with those of other
studies that showed that sequential
T.delbrueckii and  S.

cerevisiae produced more glycerol and less

inoculation  with

acetic acid than conventional inoculation with

S. cerevisiae [20, 14]. However, after the
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second fermentation, the volatile acidity was

conventional  inoculation,  though  this

identical in both sparkling wines. The glycerol difference was not significant. It appears that
concentration of the sparkling wine from the prise de mousse cushioned these effects.
sequential inoculation tended to be higher

than that of the sparkling wine from

Table 1. Influence of sequential inoculation (Torulaspora delbrueckii/Saccharomyces
cerevisiae) in the first fermentation on the general parameters of base wine and
sparkling wine

Base Wine Sparkling Wine
Parameter
Conventional Sequential Conventional Sequential

Ethanol (%) 107 £+ 0.1 A « 107 £+ 0.1 A o 120 £+ 01 A B 119 £+ 01 A B
TA (g/L) 568 + 001 A 560 + 0.02 A B 525 + 0.06 A «o 515 + 0.06 A «
pH 281 £+ 001 A o 280 + 0.01 A « 303 + 001 A B 302 + 001 A B
VA (g/L) 0.18 £+ 001 B «o 012 + 002 A « 022 + 002 A B 022 + 004 A B
Glycerol (g/L) 470 £ 030 A o 530 + 014 B « 580 + 036 A 637 £+ 054 A B

All data are expressed as the arithmetic mean of three replicates + standard deviation. TA, titratable acidity
expressed as g of tartaric acid/L; VA: volatile acidity expressed as g of acetic acid/L. Different Latin capital
letters indicate the existence of statistically significant differences (p < 0.05) between conventional and
sequential inoculations. Different Greek letters indicate the existence of statistically significant differences (p <
0.05) between base wines and its corresponding sparkling wines.

Figure 1 shows the foam properties of the
base and sparkling wines. As expected, the
maximal height of the foam (HM) was
significantly lower in both sparkling wines than
in their corresponding base wines. This
diminution, which has previously been
reported [31, 7], can be attributed to the
increase in ethanol content, which exerts a
negative effect on wine foamability [32], and to

the absorption of proteins by bentonite added

as a riddling agent [11]. In contrast, the
second fermentation did not lead to any
difference in the stable height of the foam
(HS). Our data therefore confirm that the prise
de mousse decreases the maximal height of

the foam.
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Figure 1.

Influence of sequential

inoculation (Torulaspora

delbrueckii/Saccharomyces cerevisiae) in the first fermentation on
the foam properties of base wine and sparkling wine

200 -
150 - B
— A
€
E 100 - .
E b
50 - a
Base Sparkling
Wine Wine

O control conventional

40 ~
30 -
€
E22{ A B a a
(72}
T
10 ~
Base Sparkling
Wine Wine

B control sequential

All data are expressed as the arithmetic mean of three replicates + standard deviation.
Hm: maximal height of the foam; Hs: stable height of the foam. Different capital letters
indicate the existence of statistically significant differences (p < 0.05) between base
wines. Different lowercase letters indicate the existence of statistically significant

differences (p < 0.05) between sparkling wines. *:

indicates the existence of

statistically significant differences (p < 0.05) between base wines and sparkling wines

In our previous study [24], we reported that
sequential inoculation produced base wines
with better foaming characteristics than
conventional inoculation (significantly higher
HM and HS values). Our present results
confirm that HM is significantly higher in the
sequential inoculation of sparkling wines than
in conventional inoculation. However, we
found no differences in HS. We may therefore
assert that the positive effect on HM of
sequential inoculation with T. delbrueckii and
S. cerevisiae observed in the base wines is

maintained in the sparkling wines.

Figure 2 shows the protein fractions of the
base wines and the sparkling wines. As
expected, the total protein contents of the
base wines were far higher than those of the
sparkling wines. This sharp decrease in the
total protein content of the sparkling wines
was significant in both (conventional and
sequential) wines and all molecular weight
fractions, especially the low molecular weight
fraction (LMW).

reported and

It has previously been
largely attributed to the
absorption of proteins by the bentonite used

as a riddling agent [11]. Also, it is probably
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one of the main reasons why HM is lower in
sparkling wines than in their corresponding
base wines. In our previous study [24], we
showed that a base wine obtained by
sequential inoculation with T. delbrueckii and
S. cerevisiae had a significantly higher protein
concentration, especially of the Low Molecular
Weight fraction (LMW), than its corresponding
control obtained by conventional inoculation
with  S.

fermentation and nine months of ageing, the

cerevisiae. After the second

Figure 2. Influence of

sequential

total protein of sparkling wines produced by
sequential inoculation was still higher than
that of conventional wines despite the
decrease described above. This difference
was again due to the LMW fraction. Since it
has been reported that proteins have clear
positive effects on foam [33], this greater
concentration of the LMW protein fraction may
be why sequential inoculation generates
better foam properties than conventional

inoculation in base wines and sparkling wines.

inoculation  (Torulaspora

delbrueckii/Saccharomyces cerevisiae) in the first fermentation on the
protein fraction of base wines and sparkling wines

150 - ]
Base Wine i SparklingWine
i
1
1
H
> O
Control conventional
2 100 A
té" A B control sequential
=
c
[
e
a
50 -
A
0 -
HMw IMw LMw TOTAL HMw IMw LMw TOTAL

All data are expressed as the arithmetic mean of three replicates + standard deviation. HMw:
High molecular weight protein fraction (Mw > 80 kDa); Imw: Intermediate molecular weight
protein fraction (80 kDa > Mw > 60 kDa); LMw: Low molecular weight protein fraction (Mw < 60
kDa). Different capital letters indicate the existence of statistically significant differences (p <
0.05) between base wines. Different lowercase letters indicate the existence of statistically
significant differences (p < 0.05) between sparkling wines. *: indicates the existence of
statistically significant differences (p < 0.05) between base wines and sparkling wines
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Figure 3. Influence  of  sequential inoculation (Torulaspora
delbrueckii/Saccharomyces cerevisiae) in the first fermentation on the
polysaccharides and oligosaccharides of base wine and sparkling wine

500 -
= Base Wine A SparklingWine
‘éo 400 O control conventional
= *
3 300 [l control sequential a *
© a
=
S 200 * ox ; *
E a a a
S 100 ’_"I
=)
0
PS 0s Total PS 0s Total

All data are expressed as the arithmetic mean of three replicates + standard deviation. PS:
Polysaccharides (MW > 5 kDa); OS: Oligosaccharides:(MW: < 5 kDa). Different capital letters
indicate the existence of statistically significant differences (p < 0.05) between base wines.
Different lowercase letters indicate the existence of statistically significant differences (p < 0.05)
between sparkling wines. *: indicates the existence of statistically significant differences (p <
0.05) between base wines and sparkling wines

Figure 3 shows the polysaccharide fraction of ~ Polysaccharides of base wines between
base wines and sparkling wines. Again the conventional and sequential inoculation [24],
concentration of polysaccharides in sparkling and similar results were observed in sparkling
wines was significantly lower than in their ~ Wines. In fact, all the molecular weight
corresponding base wines and this was true in ~ fractions of the base wines and sparkling
all molecular weight fractions. Similar results ~ Wines were similar. Some strains of T.
have been reported by other authors [34, 35], delbrueckii are reported to have a greater
who have attributed this decrease to  Polysaccharide production capacity than S.
precipitation. Since ethanol decreases the  cerevisiae [22, 23] but our results do not
solubility of some polysaccharides, the confirm this, probably because the strain of T.
increase in ethanol concentration caused by ~ delbrueckii we used was different.

the second fermentation may explain this

phenomenon. Another possible explanation is

the absorption of some polysaccharides by

the bentonite used as riddling agent or even

by the dead yeast cells No significant

differences were found in total
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Figure 4. Influence of supplementation with the
macromolecular fraction from the different sparking

wines on the wine foam parameters
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All data are expressed as the arithmetic mean of three replicates
+ standard deviation. Hm: maximal height of the foam; Hs: stable
height of the foam. + : indicates supplementation with sparkling
wine macromolecular fraction; Cl: conventional inoculation; SI:
Sequential inoculation. Different letters indicate the existence of
statistically significant differences (p < 0.05) between base wines.

Table 2 shows the results of the sensory
triangle test. Nine tasters out of twelve were
able to distinguish the sparkling wine from
sequential inoculation with T. delbrueckii and
S. cerevisiae from the sparkling wine from
conventional inoculation with S. cerevisiae.
These data are statistically significant (p =
0.01) and indicate the existence of sensory
differences between the two sparkling wines.
Moreover, six of the nine tasters who correctly
identified the different sample preferred the
sparkling wine from sequential inoculation
because its effervescence was more
integrated and because it was generally less
aggressive in the mouth. It seems, therefore,

that the better foam properties measured are

reflected in the sensory perception of

effervescence.

Figure 4 shows the foam properties of a white
wine in comparison with the same wine
enriched with the macromolecular fractions of
both sparkling wines — conventional (+ CI) and
sequential (+ SI) — in order to determine how
these colloids influence foamability. Our
results indicate that supplementation with the
macromolecular fraction of both sparkling
wines  significantly increased HM in
comparison with the control wine. However,
no differences were observed between the +
Sl and + Cl wines. Moreover, enriching the
wine with the macromolecular fraction of any

of the sparkling wines did not affect HS.
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Table 2. Sensorial analysis results for sparkling wines

Triangular test Positive Preferences
langu identifications p
) Control Sequencial
Control vs Sequencial 9/12 0.01 3 5

Figure 5. Influence of supplementation with the macromolecular
fraction from the different sparking wines on the protein fraction
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All data are expressed as the arithmetic mean of three replicates + standard deviation.
HMw: High molecular weight protein fraction (Mw > 80 kDa); Imw: Intermediate
molecular weight protein fraction (80 kDa > Mw > 60 kDa); LMw: Low molecular weight
protein fraction (Mw < 60 kDa). Different letters indicate the existence of statistically
significant differences (p < 0.05) between base wines.

The protein fractions of the control wine and ~ concentrations observed in  the different
the enriched wines were analyzed (see Figure ~ SParkling wines. Since sparkling wine from
5). The total protein concentration tended to ~ Sequential inoculation was richer in proteins
be higher in the enriched wines but this  than the sparkling wine from conventional
increase was only significant in the case ofthe ~ inoculation, it is logical that the protein
+ S| wine. This behavior was also observed  concentration of the wine enriched with its
for the HMW and IMW protein fractions.  colloids should also be richer. However, the
However, the increase in LMW fraction was  Increase in total protein concentration in both
significant in both enriched wines. In general, ~ enriched wines was lower than expected

these data are in agreement with the protein considering the protein concentration of the
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sparkling wines used to obtain the protein
fraction for the enrichment. In fact, the
recoveries were 47.5 + 2.7 % for + Cl wine
and 37.0 + 3.7 % for the + Sl wine. This lower
recovery, probably due to denaturation of
proteins during the isolation process of the
macromolecular fraction, may be the reason
because the protein content of + Sl wine was
not significant for the + Cl wine and was not
reflected in its foam properties, which were

similar to those of the + Cl wine.

Figure 6 shows the polysaccharide fraction of
the control wine and the enriched wines. In
general, the total polysaccharide
concentrations of both enriched wines were
significantly higher than that of the control
wine. These differences were found both in
the polysaccharide fraction (PS) and in the
oligosaccharide fraction (OS). However as it
happens with proteins, the increase in total
polysaccharide concentration in both enriched
wines was lower than expected considering
their concentration in the original sparkling
wines. Specifically the recovery was 39.3 %
9.3 % for + Cl wine and 78.7 + 4.9 % for + SI
wine. The higher recovery observed in the
isolation process of the macromolecular
fraction of + Sl wine is difficult to be explained
but it might be related with differences in the
composition of the polysaccharides released

by T. delbrueckii during the first fermentation.

This is only an hypothesis but a different
composition of the polysaccharides released
by T. delbrueckii in the sparkling wine
obtained from sequential inoculation would
justify why it was felt to be less aggressive in
the sensory tasting since it has been reported
that polysaccharides, oligosaccharides and
mannoproteins contribute to the sensation of
sweetness [36, 23]. In any case, this different
recovery is probably the reason because the
PS, OS and total

concentrations tended to be higher in the + SI

polysaccharide

wine than in the + Cl wine, though the
concentration was only statistically significant

in the case of oligosaccharides.

It can therefore be concluded that sequential
and S.

cerevisiae may be useful for obtaining

inoculation with T. delbrueckii

sparkling wines with better foaming properties.
Specifically, sequential inoculation produced
base wines with significantly higher maximum
heights of foam (HM) than conventional
inoculation, probably because autolysis of the
T. delbrueckii cells in the base wine released
higher amounts of proteins, especially of the
low molecular weight fraction. This trend of
higher protein concentration and better HM
was maintained in the sparkling wines from
sequential inoculation though, logically, both

values were reduced by the prise de mousse.
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Figure 6. Influence of supplementation with the macromolecular
fraction from the different sparking wines on the polysaccharide fraction
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All data are expressed as the arithmetic mean of three replicates + standard deviation. PS:

Polysaccharides (Mw > 5 kDa); OS: Oligosaccharides (Mw <

5 kDa). + : indicates

supplementation with sparkling wine macromolecular fraction; Cl: conventional
inoculation; SI: Sequential inoculation; Different letters indicate the existence of
statistically significant differences (p < 0.05) between base wines.
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Capitulo 3. Influencia de la suplementacién con levaduras
secas inactivadas durante el tiraje sobre la composicion,
las propiedades espumantes y la calidad sensorial
de los vinos espumosos (Cava)

Actualmente, el empleo de derivados de levaduras secas inactivadas (LSI) en
vinificacion esta muy extendido, debido a que permiten enriquecer mostos y
vinos en compuestos que mejoran la fermentaciéon y/o sus propiedades
organolépticas. Estos productos ceden nutrientes y otros compuestos
(polisacaridos, manoproteinas, etc.) al medio de forma similar a lo que ocurre

cuando un vino es sometido a crianza sobre lias, gracias al proceso de autolisis.

La toma de espuma y posterior crianza ejercen una gran influencia sobre las
caracteristicas de la espuma de los Cavas. El objetivo de este capitulo fue
determinar si la suplementacidn durante el tiraje con LSI, obtenidas a partir de
Saccharomyces cerevisiae o Torulaspora delbrueckii, permitia mejorar las
propiedades espumantes del Cava. Los resultados obtenidos indican que la
suplementacion con LS| de ambos tipos de levadura permite mejorar tanto la
espumabilidad (HM) como la estabilidad de la espuma (HS). A su vez, los Cavas
suplementados con LSI fueron distinguidos claramente en test triangular
respecto del Cava control, y especificamente, el Cava suplementado con LSI de

T. delbrueckii fue el preferido por la mayoria de catadores.

Los vinos obtenidos fueron analizados en el laboratorio de Tecnologia Enoldgica
(TECNENOL) de la Universitat Rovira i Virgili. Los resultados de este capitulo han
sido publicados en la revista La Semana Vitivinicola.

Medina-Trujillo, L., Gonzalez-Royo, E., Sieczkowski, N., Heras, J., Canals, J.M., &
Zamora, F. (2017). “Influencia de la suplementacion con levaduras secas
inactivadas durante el tiraje sobre la composicion, las propiedades espumantes y
la calidad sensorial de los vinos espumosos (Cava)”. La Semana Vitivinicola, 3.494,
13-05-2017.
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Influencia de la suplementacion con levaduras secas inactivadas durante el tiraje
sobre la composicion, las propiedades espumantes y la calidad sensorial de los

vinos espumosos (Cava)

Laura Medina-Trujillo?, Elena Gonzélez-Royo?, Nathalie Sieczkowski?, José M. Heras®,

Joan Miquel Canals? y Fernando Zamoraz,

a  Departamento de Bioquimica y Biotecnologia, Facultad de Enologia de Tarragona,

Universidad Rovira i Virgili, C/Marcel.li Domingo, 1. 43007 Tarragona, Espafia
b Lallemand Bio S.L. C/ Galileu 303. 12 planta. 08028-Barcelona. Espafia

Introduccion

Existen diversas bebidas efervescentes entre
las cuales se incluyen las bebidas gasificadas,
la cerveza y evidentemente los vinos
espumosos. Su efervescencia y su espuma
son muy distintas. Asi, las bebidas gasificadas
presentan generalmente una efervescencia
muy tumultuosa, con burbujas groseras y una
persistencia de la espuma relativamente corta.
En el lado opuesto encontramos la cerveza,

con una efervescencia débil, burbujas muy

finas y una espuma extremadamente
persistente. ~ Pues  bien, los  vinos
efervescentes presentan propiedades

intermedias, lo cual es muy importante para

garantizar sus caracteristicas organolépticas.

Debemos tener en cuenta que la

efervescencia y la espuma no son Unicamente

atributos visuales ligados a la belleza del vino,
sino que influyen de manera significativa en
las sensaciones que se perciben en el paladar
(Vanrell et al., 2002). Una bebida gasificada
con una efervescencia tumultuosa y de
burbujas grandes dara lugar a una sensacion
de agresividad en la boca. De la misma
manera, perdera rapidamente su
efervescencia, dado el rapido desprendimiento
de gas observado en este tipo de producto.
Por el contrario, un vino efervescente de
calidad, presentara en boca un agradable
cosquilleo acompafiado por la sensacion de
cremosidad que genera su espuma. Por estas
razones, la efervescencia debera ser
suficientemente persistente para mantener
estas sensaciones, el tiempo necesario para

que el consumidor disfrute de su degustacion.
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Resulta por tanto evidente que la calidad de

un vino espumoso estd fuertemente

condicionada por sus caracteristicas
espumantes (Maujean, 1989; Ligier-Belair,
2001; Zamora, 2003). Por esta razon, los
elaboradores de vinos espumosos estan
especialmente interesados en entender de
qué dependen las propiedades espumantes
de sus vinos y en como pueden incidir para
mejorarlas. De hecho, la bibliografia al
respecto es abundante, pero los
conocimientos actuales no han permitido
todavia resolver completamente el problema.
Asi sabemos que algunos componentes del
vino como el etanol (Girbau-Sola et al., 2002;
Esteruelas et al., 2015) y los lipidos (Dussaud
et al., 1994; Gallart et al., 2002) ejercen un
efecto negativo sobre sus caracteristicas
espumantes,
(Cilindre et al., 2010; Esteruelas et al., 2015) y
las manoproteinas (Moreno-Arribas et al.,
2000, 2013)

favorecen la estabilidad de la espuma. En

mientras que las proteinas

Martinez-Lapuente et al,

concreto, proteinas y manoproteinas, al ser
substancias anfipaticas, estabilizarian el film
de las burbujas gracias a que orientarian su
parte hidréfila hacia el exterior del liquido y su
parte hidréfoba hacia el gas interior (Bamforth,
1985; Schramm, 2005).

Por todos es sabido que los vinos espumosos

elaborados mediante el método tradicional

desarrollan la segunda fermentacién o toma
de espuma dentro de la botella y que se
mantienen en crianza en rima, en contacto
con las lias, un tiempo minimo que depende
de la reglamentacién de su denominacién de
origen. La razon es bien simple, el contacto de
las lias con el vino espumoso conlleva un
enriquecimiento de substancias liberadas por
las levaduras gracias al proceso de autolisis.
Entre las substancias que se liberan destacan
las proteinas, las manoproteinas y los
polisacaridos, que como se ha comentado
parecen ejercer un efecto muy positivo sobre
la estabilidad de la espuma (Cilindre et al.,

2010; Esteruelas et al., 2015).

En los vinos espumosos amparados por la
denominacion de origen Cava, el tiempo
minimo de crianza establecido es de 9 meses
si bien los Cavas de gran calidad acostumbran
a mantenerse sobre lias mucho méas tiempo.
De hecho la DO Cava establece los términos
de Reserva y Gran Reserva para los Cavas
que han sido criados un minimo de 15 o 30
meses respectivamente. Es también un hecho
constatable que en la actualidad los Cavas de
larga crianza estan siendo muy valorados por
la critica y el mercado. La razén es bien
simple, el contacto prolongado del Cava con
las lias le otorga una mayor complejidad
aromatica y gustativa, y sobretodo logra una
perfecta

integracion del gas carbdnico
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logrando una magnifica textura y cremosidad

en boca.

El proceso natural de autolisis de las
levaduras es el principal responsable de todos
estos cambios. Sin embargo, las largas
crianzas son laboriosas y muy costosas para
los elaboradores y por esta razén existe un
interés en técnicas que permitan obtener una
mejor espuma en menor tiempo. Dentro de las
diferentes posibilidades existentes destaca la
utilizacién de levaduras secas inactivadas
como fuente suplementaria de proteinas,
manoproteinas y polisacaridos (Vanrell et al.,
2002; Martinez-Lapuente et al., 2013). De
hecho en el mercado existen numerosos
productos a base de levaduras que se
comercializan para tal objetivo. Sin embargo,
no existen apenas estudios cientificos sobre
este tema que avalen su verdadera utilidad.
Por esta razén el objetivo de este estudio fue
el de determinar si la suplementacion con
levaduras secas inactivadas durante el tiraje
verdaderamente

permite mejorar  las

propiedades espumantes del Cava.

Materiales y métodos

Elaboracién del vino base: El vino base fue
elaborado en la bodega experimental de la
Facultad de Enologia de la Universidad Rovira
i Virgili en Constanti (Tarragona) con uvas de
la variedad Macabeo procedentes de los

viiedos de Juvé & Camps SL en Espiells (DO

Cava; 41°27' 1.8972" (N) y 1°49' 6.6216" (E)]
durante la vendimia 2013. Las uvas fueron
vendimiadas a mano, estrujadas y prensadas
con un rendimiento de 0.6 I/kg. El mosto fue
sulfitado inmediatamente con 30 mg/l (3 g/hl) y
filtrado por un filtro rotativo de vacio. La
primera fermentacién se realizé a temperatura
controlada (18 £ 1 °C) en un tanque de 100
litros mediante la inoculacion de 250 mg/l (25
g/hl) de levadura Saccharomyces cerevisiae
(Lalvin QA23®, Lallemand Inc., Montreal,
Canada). Una vez finalizada la fermentacion
alcohdlica, el vino base fue sulfitado con 20
mg/l (2 g/hl) y trasegado a un tanque

hermético donde se mantuvo a 4 °C.

Elaboracion del Cava: La produccion del vino
espumoso (Cava) fue realizada mediante el
método tradicional con el vino base seis
meses después del final de la primera
fermentacion. Para ello, el vino base fue
adicionado con 22 g/L de sacarosa, 30 mg/L
de bentonita (3 g/hl) como coadyuvante para
favorecer el removido (Adjuvant 83; Station
Oenotechnique du Champagne, Epernay,
France) y 2 millones de células/ml de
levaduras previamente adaptadas al medio
(Lalvin EC1118®, Lallemand Inc., Montreal,
Canada). Se prepararon un total de 36
botellas. A 12 de ellas se les adicioné 30 mg/L
(3 g/hl) de levaduras secas inactivadas (LSI)

de Saccharomyces cerevisiae
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(Optimumwhite™, Lallemand Inc., Montreal,
Canada). A otras 12 botellas se les adicion6
30 mg/L (3 g/hl) de una LSI experimental de
Torulaspora delbrueckii TD291 (Lallemand
Inc., Montreal, Canada). A las 12 botellas
restantes se les adicion¢ el volumen de agua
equivalente al utilizado en la adicién de las LS|
y fue considerado como control de referencia.
Las botellas fueron cerradas con chapa y
obturador, tras lo cual se mantuvieron en
posicién horizontal a la temperatura de la cava
de crianza (14 + 2 °C). Tras 9 meses, las
botellas fueron trasladadas a un pupitre donde

se procedio a su removido y degielle.

Preparacion de las muestras para los
analisis: Las muestras tanto de vino base
como de Cava fueron centrifugadas a
12.000xg a 4 °C durante 15 minutos (Sorvall
RC-5C, Heraeus, Hanau, Germany) para
garantizar su limpidez y eliminar el gas

carbonico disuelto.

Parametros estandar. El grado alcohdlico
adquirido (% v/v) se determind mediante
ebullometria (GAB systematic analytical,
Barcelona, Espafa). La acidez total y la
acidez volatil de determinaron mediante los
métodos recomendados por la OIV [25]. El pH
se midio con un pH meter Basic-20 (CRISON,
Barcelona, Espaiia). El Glicerol y los azlcares
fermentables (D-glucosa y D-fructosa) fueron

determinados mediante el uso de kits

enzimaticos (R-Biopharm AG., Darmstadt,

Germany).

Determinacion de las propiedades
espumantes: Las muestras de vino base o
Cava se atemperaban a 18 °C durante 24
horas antes del analisis. Las propiedades
espumantes se determinaron mediante el uso
de equipo Mosalux (Station Oenotechnique de
Champagne, Epernay, France). Brevemente,
100 ml de la muestra (vino base o cava) se
introducia en una probeta provista de una
ceramica porosa donde se inyectaba CO2 a
un flujo constante de 115 ml/min y a una
2 bares. Se

presion  constante  de

determinaron dos parametros: la altura
méxima (Hm) y la altura estable (Hs) de la
espuma (Maujean et al. 1990). Hm representa
la espumabilidad o capacidad del vino para
producir espuma, mientras que Hs representa
la estabilidad de

parametros se expresan en mm. Todos los

la espuma. Ambos

andlisis se hicieron por triplicado.

Andlisis de proteinas mediante HRSEC-
DAD. El andlisis de proteinas se realizd por
exclusion molecular mediante cromatografia
liquida de alta resolucion (HRSEC) mediante
la metodologia previamente descrita por
Canals et al. (1998). Las proteinas fueron
cuantificadas con un matriz de diodos (diode
array; DAD) como detector (230 nm) usando

albumina de suero bovino (Sigma-Aldrich,
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Madrid, Espafia) como patrén externo. Esta
técnica permite determinar la concentracion

de proteinas y su distribucién molecular.

Andlisis de Polisacaridos mediante
HRSEC-RID. El anélisis de los polisacaridos
se realiz6 por exclusién molecular mediante
cromatografia liquida de alta resolucion
(HRSEC) con un detector de indice de
(RID)

previamente descrita por Ayestaran et al.

refraccion usando la metodologia
(2004). Al igual que ocurria con las proteinas,

esta técnica permite  determinar la

concentracion de polisacaridos y

oligosacaridos.

Analisis sensorial. Todos los analisis
sensoriales se llevaron a cabo en la sala de
catas de la Facultad de Enologia de
Tarragona (Universidad Rovira i Virgili) la cual
esta disefiada de acuerdo con la norma UNE
87004.197. La cata se realizd con copas de
degustacién oficiales (ISO 3591.1977). Los
vinos espumosos fueron catados por 12
expertos endlogos mediante test triangular de
acuerdo con la norma UNE ISO 4120.1983.
Se realizaron dos test triangulares en los que
las muestras eran servidas en un orden al
azar a los diferentes degustadores. El primer
test triangular era para comparar el Cava
control con el Cava suplementado con LSI de

S. cerevisiae y el segundo para compararlo

con el Cava suplementado con LS| de T.
delbrueckii. El principal objetivo era saber si
los catadores eran 0 no capaces de distinguir
cual era el Cava diferente. El segundo objetivo
era determinar entre los catadores que habian

acertado cual era la muestra que preferian.

Estadistica. Todos los resultados se
expresan como la media aritmética + la
desviacion estandar de tres réplicas. Para la
comparacién entre valores se utilizd en
andlisis ANOVA de un factor y el test de
Turkey usando el paquete estadistico IBM
SPSS Statistics 19 software (International
Business Machines S.A., Madrid, Espafia). El
nivel de significatividad de los test triangulares
se determind mediante el método de Jackson

(2002).
Resultados y discusion

La Tabla 1

convencionales del vino base y de los cavas

muestra los parametros
obtenidos. Los niveles de glucosa + fructosa
del vino base y de los diferentes Cavas fue en
todos los casos inferior a 0,5 g/l lo que
indicaria que la primera y en su caso la
segunda fermentacion fueron completadas
con éxito. Como era de esperar, el grado
alcohdlico de los vinos espumosos fue
alrededor de 1,3 % mayor que en el vino base.
Este incremento corresponderia a la

trasformacién de los 22 g de azucar/l que se
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adicionaron con el licor de tiraje al vino base
con una conversion de 16.9 g de azucar/l por
grado alcohdlico adquirido. Asimismo, la
concentracion de glicerol, la acidez volatil y el
pH aumentaron significativamente en los

cavas mientras que la acidez total disminuyo

de forma ligera pero significativa. Estos
cambios entre los cavas y el vino base pueden
considerarse como légicos y coincidentes con
los descritos en la bibliografia (Pueyo et al.,
1995; Esteruelas et al., 2015).

Tabla 1. Influencia de la suplementacidon con levaduras secas inactivas durante la
segunda fermentacién en los pardmetros generales de los vinos espumosos

Vino Espumoso

Parametro Vino Base
Control +LSI Sc +LSITd
Glucosa + <05 <0,5 <05 <0,5
Fructosa (g/1) ! ¢ g )
Etanol (%) 10,7 + 0,11 A 120 £+ 01 B 11,9 + 0,33 B 12,0 £+ 0,20 B
AT (g/1) 568 + 0,01 B 525 + 0,06 A 530 + 0,04 A 520 + 0,04 A
pH 281 + 0,01 A 3,03 £+ 001 B 3,02 £+ 001 B 3,02 £+ 001 B
AV (g/L) 0,18 + 0,01 A 0,22 + 0,02 B 0,22 + 0,01 B 0,23 + 0,02 B
Glicerol (g/L) 4,70 + 0,30 A 580 + 0,36 B 6,65 + 0,22 C 684 + 0,54 C

Todos los datos estan expresados como la media aritmética de tres réplicas + desviacion estandar. + LSI-Sc:
suplementado con levaduras secas inactivas de Saccharomyces cerevisiae; + LSI-Td: suplementado con levaduras
secas inactivas de Torulaspora delbrueckii; AT: acidez total expresada como g de dacido tartarico/L; AV: acidez

volatil expresada como g de acido acético/L.
estadisticamente significativas (p < 0.05).

No se detectaron diferencias significativas en
los niveles de etanol, acidez total, acidez
volatil ni pH entre los Cavas suplementados
con LSl y el Cava control. Sin embargo, si que
se observé que los niveles de glicerol eran
significativamente superiores en los Cavas
suplementados con LS|, tanto de S. cerevisiae
como de T. delbrueckii, que en el Cava

control.

La

correspondientes a los parametros de la

Figura 1 muestra los resultados

Letras diferentes indican la existencia de diferencias

espuma del vino base y de los diferentes
Cavas. Como era de esperar, la altura maxima
de la espuma (Hm) de todos los Cavas era
significativamente menor que la de su vino
base. Esta drastica disminucién de Hm, ya
descrita en estudios previos (Pueyo et al.,
1995; Esteruelas et al., 2015), ha sido
atribuida al aumento del etanol producido
durante la segunda fermentacién y a la
absorcién de proteinas por la bentonita

utilizada con coadyuvante de removido
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(Vanrell et al., 2007). En cambio, la altura
estable de la espuma (Hs) fue similar o
superior en los Cavas que en el vino

€Spumoso.

La suplementacién con LSI, tanto de S.
cerevisiage como de T. delbrueckii, origind
Cavas con mejores propiedades espumantes
que el Cava control. Asi, tanto Hm como Hs
fueron significativamente superiores en los
vinos espumosos suplementados con ambas
LSI que en su correspondiente control. Hay
que sefialar que el incremento tanto de Hm
como de Hs fue similar en los cavas
suplementados con LSI de S. cerevisiae y los
suplementados con LS| de T. delbrueckii.
Estos datos coinciden con los previamente
observados por otros autores (Vanrell et al.,

2005; Nufiez et al., 2006; Marti-Raga et al.,

2016) utilizando diversos derivados de
levaduras de la especie S. cerevisiae. No
obstante, otros autores (Pérez-Magarifio et al.,
2015) no obtuvieron resultados concluyentes
por lo que existe una cierta discrepancia en la
utlidad o no de las LS| para mejorar la
espuma de los vinos espumosos. Estas
discrepancias probablemente sean debidas a
la gran variabilidad de derivados de levadura
existentes en la actualidad (Pozo-Bayon et al.,
2009) que

aplicaciones y por tanto pueden ejercer

presentan con diferentes
efectos distintos en el vino. En ese sentido
nuestros resultados son muy claros y
muestran que la suplementacion con las LSl
especificas estudiadas en el tiraje produce
una clara mejoria de las propiedades

espumantes en los Cavas.

Figura 1. Influencia de la suplementacién con levaduras secas inactivas durante la
segunda fermentacion sobre las propiedades de la espuma de los vinos

espumosos
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Todos los datos estan expresados como la media aritmética de tres réplicas + desviaciéon estandar. Hm:
altura maxima de la espuma; Hs: altura estable de la espuma. + LSI-Sc: suplementado con Levaduras secas
inactivas de Saccharomyces cerevisiae; + LSI-Td: suplementado con Levaduras secas inactivas de Torulaspora
delbrueckii. Letras diferentes indican la existencia de diferencias estadisticamente significativas (p <0.05).
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La Figura 2 muestra la concentracion en  €specialmente drastica en la fraccion de baja
proteinas  del vino  base y sus Masa molecular (BMM). Esta disminucion de
correspondientes Cavas. Los resultados  |a concentracion de proteinas ha sido atribuida
muestran claramente que la concentracion en @l efecto desproteinizante de la bentonita
proteinas totales disminuyd enormemente en  Usada como coadyuvante de removido y muy
todos los Cavas respecto del vino base. Esta ~ Probablemente ésta sea tambien la causa de

disminucion se observd en todas las @ disminucion de Hm observada tras la toma

fracciones de proteinas si bien fue de espuma (Vanrel et al, 2007).

Figura 2. Influencia de la suplementacién con levaduras secas inactivas durante la
segunda fermentacidon sobre la proteinasde los vinos espumosos.
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Todos los datos estdn expresados como la media aritmética de tres réplicas + desviacién estandar. MM:
Masa molecular; AMM: Fraccién de alta masa molecular (MM > 80 kDa); MMM: Fraccién de masa
molecular media (80 kDa > MM > 60 kDa); BMM: Fraccién de baja masa molecular (MM < 60 kDa). + LSI-
Sc: suplementado con Levaduras secas inactivas de Saccharomyces cerevisiae; + LSI-Td: suplementado con
Levaduras secas inactivas de Torulaspora delbrueckii. Letras diferentes indican la existencia de diferencias
estadisticamente significativas (p <0.05).

No se observaron diferencias significativas en ~ ¢on LSl en el tiraje de los vinos espumosos
la concentracion de proteinas de los Cavas condujo a un incremento de la concentracion
suplementados con ambas LSI. En este €N proteinas (Vanrell et al., 2002), mientras
sentido hay que sefialar que algunos estudios ~ que en otros este efecto no fue detectado

previos han mostrado que la suplementacion ~ (Pérez-Magarifio et al., 2015). En nuestro
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caso no se observaron diferencias entre el
Cava control y los otros dos suplementados
con las dos LSI probablemente debido a que
la disminucion de proteinas generada en los

Cavas era tan elevada que rozaba el limite de

esta caso la caida no era tan drastica. Esta
disminucién fue similar en todos los Cavas
fuesen o no suplementados con LSI. Otros
2010;

Martinez-Lapuente et al., 2013) observaron

autores  (Moreno-Arribas et al.,

sensibilidad del método analitico también un disminucién en los polisacaridos

La Figura 3 muestra la concentracion en  [ras la toma de espuma que podrian estar

polisacaridos del vino base y los diferentes  relacionados con una cierta precipitacion

causada por el incremento de alcohol

Cavas. Al igual que ocurria en el caso de las

originado en la segunda fermentacion y/o a

proteinas, los Cavas presentaban una

una absorcién por parte de los coadyuvantes

concentracion en polisacaridos y

oligosacaridos significativamente menor que  deremovido.

en su correspondiente vino base, si bien en

Figura 3. Influencia de la suplementacién con levaduras secas inactivas durante
la segunda fermentacion sobre los polisacaridos y oligosacaridos de
los vinos espumosos.
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Todos los datos estan expresados como la media aritmética de tres réplicas + desviacion estdndar. MM:
masa molecular; PS: Polisacaridos (MM > 5 kDa); OS: Oligosacdridos (MM < 5 kDa). + LSI-Sc:
suplementado con Levaduras secas inactivas de Saccharomyces cerevisiae; + LSI-Td: suplementado con
Levaduras secas inactivas de Torulaspora delbrueckii. Letras diferentes indican la existencia de
diferencias estadisticamente significativas (p <0.05).

Total
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No se observaron tampoco diferencias en la
composicién en polisacaridos de los Cavas
suplementados con LSI respecto del Cava
control. En ese sentido otros estudios han
mostrado un comportamiento erratico en la
concentracion en polisacaridos de vinos
tranquilos y espumosos suplementados con
LSI (Martinez-Lapuente et al., 2013; Marti-
Raga et al., 2016), si bien otros estudios han
mostrado claramente que la suplementacion
con LSI enriquece los vinos en polisacaridos
(Gonzalez-Royo et al., 2013). Como ya se
comentd anteriormente, estas diferencias
pueden ser debidas a la gran diversidad de
LS| presentes en el mercado (Pozo-Bayon et
al., 2009).

Finalmente, la Tabla 2 muestra los resultados
de la degustacion de los diferentes vinos
espumosos. Nueve de los 12 catadores fueron
capaces  distinguir entre el Cava
suplementado con LS| de S. cerevisiae y el
Cava control. Este resultado es significativo (p

< 0,01) y demuestra por tanto que los dos

Cavas eran diferentes bajo el punto de vista
sensorial. De entre los catadores que fueron
capaces de diferenciar cual era la muestra
distinta 5 prefirieron el Cava control y 4 el
Cava suplementado con LSl de S. cerevisiag,
por lo que se puede hablar de un empate
técnico en cuanto a sus preferencias ya que
los degustadores no se decantaban por una

de las muestra de forma clara.

Los resultados fueron mucho més claros al
comparar el Cava control con el suplementado
con LSI de T. delbrueckii. Concretamente 11
de los 12 catadores fueron capaces de
distinguir entre ambos Cavas lo que permite
afirmar que las muestras eran distinguidas de
forma muy significativa (p < 0.001). Ademas 8
de los 11 catadores que eran capaces de
distinguir entre las muestras prefirieron el
Cava suplementado con LSI de T. delbrueckii
lo que indica claramente que este Cava era
mejor valorado desde el punto de vista
sensorial.

Tabla 2. Resultados del analisis sensorial comparativo (test triangular) entre los vinos
espumosos suplementados con levadurassecas inactivasy el control.

. Identificaciones
Test Triangular

Preferencias

positivas Control ~ +LSISc  +LSITd
Control vs + LSI Sc 9/12 0.01 5 4 -
Control vs + LSI Td 11/12 <0,001 3 - 8
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Conclusiones.

La suplementacion con LS| en el momento del
tiraje permite obtener Cavas a los nueve
meses de crianza con mejores caracteristicas
espumantes. Tanto las LSl de S. cerevisiae
como las de T. delbrueckii mostraron
prestaciones similares en cuanto a la mejoria
de los parametros espumantes. Un panel de
cata entrenado fue capaz de distinguir de
forma significativa los cavas suplementados
con LSI respecto del Cava control y preferia
de forma clara el Cava suplementado con LS|
de T. delbrueckii. Se puede concluir por tanto
que la suplementacién con LS| en el momento
del tiraje es una interesante herramienta para
mejorar la espuma de los vinos espumosos y

potencialmente la calidad sensorial.
Agradecimientos.

Este estudio ha sido financiado por CDTI
(Programa CIEN)

‘Nuevas estrategias vitivinicolas para la

mediante el proyecto

sostenibilidad y el incremento de Ila
competitividad del sector en el mercado
internacional (VINySOST 2014)”. Los autores
también desean agradecer a Juvé & Camps

SA por proporcionar las uvas.

Bibliografia

Ayestaran, B., Guadalupe, Z. & Ledn, D. 2004.
Quantification of major grape polysaccharides
(Tempranillo V.) released by maceration enzymes
during the fermentation process. Anal Chim Acta,
513, 29-39.

Bamforth, C.W. 1985. The foaming properties of
beer. J. Inst. Brewing., 91, 370-383.

Brissonnet, F. & Maujean, A. 1993
Characterization of foaming proteins in a
Champagne base wine. Am. J. Enol. Vitic., 44,
297-301.

Canals, J.M., Arola, L. & Zamora, F. 1998. Protein
fraction analysis of white wine by FPLC. Am. J.
Enol. Vitic., 49, 383-388.

Cilindre, C., Liger-Belair, G., Villaume, S., Jeandet,
P. & Marchal, R. 2010. Foaming properties of
various Champagne wines depending on several
parameters: grape variety, aging, protein and CO2
content. Anal. Chim. Acta, 660, 164—170.

Dussaud, A., Robillard, B., Carles, B., Duteurtre, B.
& Vignes-Adler, M. 1994. Exogenous lipids and
ethanol influences on the foam behaviour of
sparkling base wines. J. Food Sci., 59, 148-151.
Esteruelas, M., Gonzalez-Royo, E., Kontoudakis,
N., Orte, A., Cantos, A., Canals, J.M. & Zamora, F.
2015. Influence of grape maturity on the foaming
properties of base wines and sparkling wines
(Cava). J. Sci. Food Agric., 95, 2071-2080.

Gallart, M., Lépez-Tamames, E., Suberbiola, G. &
Buxaderas, S. 2002. Influence of Fatty Acids on
Wine Foaming. J. Agric. Food Chem., 50, 7042-
7045.

Girbau-Sola, T., Lépez-Tamames, E., Bujan, J. &
Buxaderas, S. 2002. Foam Aptitude of Trepat and
Monastrell Red Varieties in Cava Elaboration. 1.
Base Wine Characteristics. J. Agric. Food Chem.,
50, 5596-5599.

Gonzalez, E., Urtasun, A., Gil, M., Kontoudakis, K.,
Esteruelas, M., Fort, F., Canals, J.M. & Zamora, F.
2013. Effect of yeast strain and supplementation
with inactive yeast during alcoholic fermentation on
wine polysaccharides. Am. J.Enol. Vitic., 64, 268-
273.

Jackson, R.S. 2002. Quantitative (technical) wine
assessment. In: Taylor SL (ed) Wine tasting. A
professional handbook, 1st ed. Academic Press,
Hong Kong.

Ligier-Belair, G. 2001. Histoire illustré d'une bulle
de Champagne. Bull. de la S.F.P., 127, 9-11.
Martinez-Lapuente, L., Guadalupe, Z., Ayestaran,
B., Ortega-Heras, M. & Pérez-Magarifio, S. 2013.
Changes in polysaccharide composition during the
sparkling winemaking and aging. J. Agric. Food
Chem., 61, 12362-12373.

151



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILIT
Estudio de los factores que influyen en las propiedades espumantes de los vinos espumosos

(Cava) ;

Laura Medinge d5PFADIGS-CAPITULO 3

influencia de la aplicacién de nuevas herramientas biotecnolédgicas

Marti-Raga, M., Martin, V., Gil, M., Sancho, M.,
Zamora, F., Mas, A. & Beltran, G. 2016.
Contribution  of yeast and base wine
supplementation on sparkling wine composition. J.
Sci. Food Agric., 96, 4962-4972.

Maujean, A., Poinsaut, P., Dantan, H., Brissonet, F.
& Cossiez, E. 1990. Etude de la tenue et de la
qualité de mousse des vins effervescents Il. Mise
au point dune technique de mesure de la
moussabilité, de la tenue et de la stabilité de la
mousse des vins effervescents. Bulletin de I'OIV
711-712, 405-426.

Maujean, A. 1989. Histoire de bulles. Rev. Fran.
(Enol., 120, 11-17.

Moreno-Arribas, V., Pueyo, E., Nieto, F.J., Martin-
Alvarez, P.J. & Polo, M.C. 2000. Influence of the
polysaccharides and the nitrogen compounds on
foaming properties of sparkling wines. Food
Chem., 70, 309-317.

Nufiez, Y.P., Carrascosa, A.V., Gonzélez, R., Polo,
M.C. & Martinez-Rodriguez, A. 2006. Isolation and
Characterization of a Thermally Extracted Yeast
Cell Wall Fraction Potentially Useful for Improving
the Foaming Properties of Sparkling Wines. J.
Agric. Food Chem., 54, 7898-7903.
Pérez-Magarifio, S., Martinez-Lapuente, L., Bueno-
Herrera, M. & Ayestaran, B. 2015. Use of
Commercial Dry Yeast Products Rich in
Mannoproteins for White and Rosé Sparkling Wine
Elaboration. J. Agric. Food Chem., 63, 5670-5681.

Pozo-Bayon, M. A, Andujar-Ortiz, I., Alcaide-
Hidalgo, J. M., Martin-Alvarez, P. J. & Moreno-
Arribas, M. V. 2009. Characterization of
commercial inactive dry yeast preparations for
enological use based on their ability to release
soluble compounds and their behavior toward
aroma compounds in model wines. J. Agric. Food
Chem., 57, 10784-10792.

Pueyo, E., Martin-Alvarez, P.J. & Polo, M.C. 1995.
Relationship between foam characteristics and
chemical composition in wines and cavas
(sparkling wines). Am. J. Enol. Vitic., 46, 518-524.

Schramm, L.L. 2005. Emulsions, Foams and
Suspensions: Fundamentals and Applications.
Wiley-VCH Verlag, Weinheim.

Vanrell, G., Cabanillas, P., Albet, S., Canals, J.M.,
Arola, L. & Zamora, F. 2002. Etude des composés
influencant la mousse des cavas. Rev. Fr. OEnol.,
196, 30-36.

Vanrell, G., Esteruelas, M., Canals, J.M., Zamora,
F., Poinsaut, P., Sieczkowski, N. & Leboeuf, D.
2005. Influence du type de clarification du vin de
base et des adjuvants de tirage sur la qualité de la
mousse des vins efervescents. Rev. Oenol., 114,
28-30.

Vanrell, G., Canals, R., Esteruelas, M., Fort, F.,
Canals, J.M. & Zamora, F. 2007. Influence of the
use of bentonite as a riddling agent on foam quality
and protein fraction of sparkling wines (Cava).
Food Chem., 104, 148-155.

Zamora F. 2003. La espuma del Cava; un delicado
equilibrio. Endlogos, 23, 28-32.

152



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILIT

Estudio de los factores que influyen en las propiedades espumantes de los vinos espumosos
(Cava); influencia de la aplicacién de nuevas herramientas biotecnoldgicas

Laura Medina Trujillo

DISCUSION GENERAL

153



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILIT

Estudio de los factores que influyen en las propiedades espumantes de los vinos espumosos
(Cava); influencia de la aplicacién de nuevas herramientas biotecnoldgicas

Laura Medina Trujillo



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILIT
Estudio de los factores que influyen en las propiedades espumantes de los vinos espumosos
(Cava); influencia de la aplicacién de nuevas herramientas biotecnoldgicas

Laura Medina Trujillo DISCUSIO/N GENERAL

DISCUSION GENERAL

Las propiedades espumantes son determinantes de la calidad de los vinos
espumosos. Por esta razén, tanto investigadores como elaboradores de Cava
consideran necesario profundizar en su estudio con el fin de mejorar esta
importante caracteristica de los vinos espumosos. En la presente memoria de
Tesis se planted como objetivo el estudio de la composicidn de la espumay la
evaluacion del efecto que nuevas técnicas enoldgicas presentan en la
elaboracion de los vinos espumosos, con el objetivo de mejorar sus propiedades

espumantes.

El grupo de investigacion en Tecnologia Enoldgica (TECNENOL) del
departamento de Bioquimica y Biotecnologia de la Universitat Rovira i Virgili, en
el que se ha desarrollado la presente Tesis Doctoral, ha trabajado en esta
tematica durante las dos ultimas décadas. Asi, se han desarrollado cuatro Tesis
Doctorales enfocadas en el estudio de la influencia que ejercen las proteinas y
polisacdridos sobre las propiedades espumantes de los Cavas, asi como en otros
aspectos en los que estas macromoléculas participan, como por ejemplo la

quiebra proteica.

En el primer capitulo de esta memoria se aborda el estudio comparativo entre
la composicion del vino base con las dos fracciones que se obtienen por el
desbordamiento de parte de estos vinos mediante burbujeo con didxido de
carbono: vino de espuma y vino remanente. Dado que el vino de espuma se
obtiene mediante el desbordamiento de la espuma y el colapso total de las
burbujas, era de esperar que este se enriqueciera en algunos de los
componentes del vino, especialmente en aquellos que conforman el film de las

burbujas. Del mismo modo, era también de esperar que el vino remanente (no
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desbordado) se empobreciera en dichas moléculas. El objetivo, por tanto, era
determinar esos cambios y ver cémo afectaban a los parametros de la espuma,
para comprender mejor la relacion existente entre la composicién y las
propiedades espumantes. Este enfoque ya habia sido planteado con
anterioridad por otros autores (Brissonet y Maujean, 1991; Gallart y col., 2002).
Sin embargo, en algunos casos las determinaciones analiticas realizadas o no
fueron completas (no determinando ni proteinas ni polisacaridos), o algunos
procedimientos analiticos no eran los mds adecuados. Por este motivo, nos
planteamos repetir la experiencia con dos vinos base, uno blanco y otro rosado,
utilizando las actuales técnicas de HPLC para la determinacion de proteinas y
polisacaridos, asi como otras técnicas complementarias para determinar tanto
otros componentes quimicos del vino como ciertas propiedades fisicas como la

densidad, la viscosidad y la tension superficial.

Los resultados obtenidos mostraron con claridad que los vinos de espuma
presentaban una altura maxima de la espuma (HM), determinada mediante el
método Mosalux, significativamente mayor que los vinos base originales. A su
vez, la HM de los vinos remanentes era significativamente menor que los vinos
originales. Atendiendo a la altura estable de la espuma (HS), esta fue
significativamente superior para el caso particular del vino de espuma rosado
respecto del vino original y del vino remanente. En cambio, en el vino blanco
tan solo se observd que el vino remante presentaba un valor de HS
significativamente inferior que el vino original y el vino de espuma. Estos
resultados evidencian de forma clara que el vino de espuma presenta mejores
caracteristicas espumantes que el vino original, y este a su vez que el vino

remanente. Por tanto, el andlisis de las diferencias en su composiciéon quimica

156



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILIT
Estudio de los factores que influyen en las propiedades espumantes de los vinos espumosos
(Cava); influencia de la aplicacién de nuevas herramientas biotecnoldgicas

Laura Medina Trujillo DISCUSIO/N GENERAL

deberia aportar informacién sobre cudles son los principales factores que

condicionan las propiedades espumantes del vino.

Asi, el vino de espuma rosado presentd una concentracion de proteinas
significativamente superior a la del vino original y remanente. En el caso del
vino blanco las diferencias solo fueron significativas entre el vino de espuma y el
vino remanente. Estos datos sugieren que el vino de espuma tiende a
enriquecerse en proteinas y el vino remanente a empobrecerse en ellas, a pesar
de que las diferencias no siempre sean significativas. Este efecto de
enriquecimiento podria deberse a que las proteinas forman parte de la
estructura del film de las burbujas, y al colapsar estas se generaria una mayor

concentracién en el vino de espuma.

En cuanto a la composicién quimica de sustancias volatiles, los vinos de espuma
exhibieron un empobrecimiento en etanol, ésteres y dcidos grasos,
posiblemente debido a la evaporacion causada por el burbujeo con diéxido de
carbono. En lo que se refiere a los parametros fisicos medidos, los vinos de
espuma presentaron valores que son ligera pero significativamente mayores de
densidad y menores de tensidn superficial y viscosidad. El aumento de la
densidad en el vino de espuma asi como la disminucién de su viscosidad puede
estar relacionado con un menor contenido en etanol. Sin embargo, un menor
contenido en etanol deberia comportar una mayor tensién superficial cuando
en realidad ocurre lo contrario. Esto podria ser debido a que el vino de espuma
se enriquece en otros componentes de caracter anfipatico (tensoactivos) que

disminuyen la tensién superficial.

Finalmente, el anadlisis de componentes principales permitid, tanto en el vino

blanco como en el vino rosado, separar de forma integra el vino de espuma del

157



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILIT
Estudio de los factores que influyen en las propiedades espumantes de los vinos espumosos
(Cava); influencia de la aplicacién de nuevas herramientas biotecnoldgicas

Laura MedingdeigiINGENERAL

vino original y del vino remanente. Estos datos confirman también que las
proteinas actuan como factores positivos para la espuma, dado que en ambos
vinos se observa que el vector de las proteinas se alinea en la direccion de HM y
HS. Por el contrario, los vectores de etanol, alcoholes superiores y acidos grasos
se orientan en un sentido mas o menos contrario, lo que confirmaria su efecto

negativo.

Una vez se ha estudiado la composicidn quimica de la espuma del vino, se
planted investigar si la aplicacion de ciertas técnicas de elaboracion, de gran
interés en la actualidad, permiten obtener vinos espumosos con mejores
caracteristicas espumantes. Hoy en dia, la biotecnologia ofrece multiples
herramientas que posibilitan la mejora de los procesos de elaboracion del vino.
Asi, la inoculacién en el mosto de levaduras Saccharomyces cerevisiae
seleccionadas favorece la obtencién de vinos de calidad, y mas uniformes que
los que se producian mediante fermentaciones espontaneas. Sin embargo, ante
un mercado cada vez mdas competitivo, los productores de vino tienen el reto de
ofrecer productos que se diferencien en el mercado. En este sentido, en los
ultimos anos se ha comenzado a estudiar el posible empleo de levaduras No-
Saccharomyces en fermentaciones mixtas controladas o mediante inoculaciones

secuenciales.

En un trabajo previo del grupo de investigacion (Gonzdlez-Royo y col., 2015) se
comprobd que la inoculacién secuenciada del mosto de la variedad Macabeo
con Torulaspora delbrueckii y Saccharomyces cerevisiae, producia vinos base
con mejores propiedades espumantes (HM y HS) que las del vino base obtenido
mediante inoculacién convencional. La mejora de estas mejores propiedades

espumantes en los vinos base obtenidos por inoculacién secuenciada fue
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probablemente debida a un incremento en la concentracién de proteinas,

especialmente en la fraccion de menor masa molecular (< 60 kDa).

Por esta razén, en el segundo capitulo de esta memoria nos planteamos
verificar si los Cavas procedentes de los vinos base de inoculacién secuenciada
con Torulaspora delbrueckii y Saccharomyces cerevisiae mantenian, después de
la toma de espuma y crianza sobre lias, mejores caracteristicas espumantes que

los Cavas procedentes del vino base convencional.

Los resultados obtenidos demuestran que existe una disminucion importante
de HM entre los vinos base y los Cavas, probablemente debida al aumento en
etanol que conlleva la segunda fermentacion, y a que el contenido en proteinas
de los Cavas es mucho menor que el de los vinos base. Este descenso en el
contenido en proteinas puede relacionarse con la utilizaciéon de bentonita como

coadyuvante de tiraje.

Por otra parte, el Cava obtenido mediante inoculacidn secuenciada con T.
delbrueckiiy S. cerevisiae presenta valores de HM significativamente superiores
a los del Cava procedente de la inoculacidon convencional. Sin embargo, las
diferencias observadas para HS en los vino base no fueron detectadas en los

vinos espumosos.

Del analisis de los Cavas se obtuvo que el contenido en proteinas totales y
especificamente el contenido de las de bajo peso molecular (< 60 kDa), fue
significativamente mayor en el Cava procedente del vino base inoculado

secuencialmente que en el originado a partir del vino base convencional.

Finalmente, el analisis sensorial comparativo mediante test triangular indicé

que el panel de cata era capaz de distinguir de forma significativa ambos tipos
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de Cavas, y que preferia ademds el Cava procedente de la inoculacién
secuenciada, al presentar una efervescencia mejor integrada y ser menos

agresivo en boca.

Estos resultados demuestran el potencial de la levadura Torulaspora
delbrueckii, utilizada en inoculaciones secuenciales, para la obtencién de vinos

base y vinos espumosos con mejores caracteristicas espumantes.

Actualmente, en la produccién de vinos a escala industrial es habitual la adicién
de productos que mejoran el proceso de elaboracién y/o la calidad final del
producto. Asi, los productos derivados de levaduras secas inactivadas (LSI)
aportan ciertos componentes al vino que mejoran, a su vez, tanto los procesos
fermentativos (como es el caso de la adicion de nutrientes), como la crianza
(como es el caso de la adicion de manoproteinas y polisacéridos de la pared
celular), con el objetivo final de lograr vinos con mejores caracteristicas

organolépticas.

En un estudio previo de nuestro grupo de investigacion (Vanrell y col., 2005) se
comprobdé que la suplementacion con LSI de los vinos base (Cavas y
Champagnes) durante el tiraje producia vinos espumosos de mejores
caracteristicas espumantes. No obstante, aunque algunos autores han obtenido
resultados similares (Marti-Raga y col., 2016), otros autores no han observado

diferencias (Pérez-Magarifio y col., 2015).

Por estas razones, en el tercer capitulo de esta memoria se ha evaluado el
efecto sobre la espuma de la adicién de derivados de LS|, obtenidos a partir de
las levaduras Saccharomyces cerevisiae o Torulaspora delbrueckii, en la segunda
fermentacién de los vinos espumosos. Los resultados obtenidos han mostrado

gue ambas preparaciones LSI mejoraban significativamente las caracteristicas
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espumantes de los vinos (HM y HS) con respecto al control. Sin embargo, no se
observaron diferencias ni en el contenido en proteinas ni en el contenido en
polisacdridos. Tampoco se observaron diferencias debidas al tipo de levadura

utilizada para la obtencién de estas LSI.

Las mejores caracteristicas espumantes de los Cavas suplementados con LSI
fueron confirmadas mediante analisis sensorial. Especificamente, el panel de
cata fue capaz de distinguir de forma significativa los Cavas suplementados con
LSI respecto del Cava control mediante test triangular. Sin embargo, los
catadores no mostraron una preferencia clara entre el Cava suplementado con
LSI de S. cerevisiae respecto del Cava control (4 sobre 9). Por el contrario, si
prefirieron claramente el Cava suplementado con LS| de T. delbreuckii (8 sobre

11), lo que indicaria que este Cava fue el mejor apreciado sensorialmente.

En sintesis, los resultados presentados en esta memoria confirman la hipétesis
planteada, de que la capacidad de un vino espumoso para producir una espuma
estable depende de su composicidon quimica, la cual a su vez depende de las
condiciones de elaboracidn del vino base y de su posterior toma de espuma y
crianza. Asimismo, esta hipdtesis responde a los objetivos formulados, dado
gue se ha profundizado en el conocimiento de la relacidn existente entre la
composicion quimica y las propiedades espumantes, y se ha verificado la
utilidad de dos nuevas técnicas de elaboracion de vinos espumosos, la
inoculacidn secuenciada de Torulaspora delbrueckii y Saccharomyces cerevisiae
en la primera fermentacién, y la suplementacién con LSI de ambas especies de

levadura.
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CONLUSIONES GENERALES

1. Los vinos obtenidos mediante el desbordamiento de la espuma y por
burbujeo con diéxido de carbono (vinos de espuma) de dos vinos base
(blanco y rosado), presentan valores de HM significativamente superiores a
los del vino original. A su vez la fraccidon de los vinos que permanecia sin
desbordar (vinos remanentes) presenta valores de HM significativamente
menores que los del vino original. En el caso del vino rosado se observo
ademas que el vino de espuma presentaba valores de HS superiores a los
obtenidos para el vino original y el vino remanente. Sin embargo, para el
vino blanco tan solo se observd que HS del vino remanente era

significativamente inferior que en el vino original y el vino de espuma.

2. Los vinos de espuma presentan concentraciones de etanol, ésteres y acidos
grasos significativamente inferiores a los del vino original. Los vinos de
espuma también presentan valores que son ligera pero significativamente
mayores de densidad y menores de tensidon superficial y viscosidad.
Asimismo, el vino de espuma rosado presentd una concentracidon de
proteinas significativamente superior a la del vino original y a la del vino
remanente. En el caso del vino blanco las diferencias solo fueron
significativas entre el vino de espuma y el vino remanente. Algunos de estos
resultados pueden relacionarse con la evaporacién que genera el burbujeo
de didxido de carbono en aquellas sustancias volatiles. Sin embargo, el
enriquecimiento en sustancias no volatiles, especialmente en proteinas, que
se observa en los vinos de espuma podria ser debido a que estas sustancias
tensoactivas forman parte de la estructura del film de las burbujas, y al

colapsar estas generarian una mayor concentracién en el vino de espuma.
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3. La toma de espuma comporta una disminucion significativa de la altura
maxima de la espuma (HM) del Cava respecto del vino base. Este descenso
es probablemente debido a un aumento de la concentracidn en alcohol que
comporta la segunda fermentacién, y también a la drastica disminucién de
las proteinas que conlleva el uso de bentonita como coadyuvante de tiraje

para facilitar el removido de las lias.

4. La inoculacién secuenciada de Torulaspora delbreuckii y Saccharomyces
cerevisiae en el mosto generd un vino base con valores de altura maxima
(HM) vy altura estable (HS) significativamente superiores a los obtenidos
mediante inoculacién convencional con solo S. cerevisiae. En los
correspondientes Cavas, se mantuvo una HM significativamente mayor en el
Cava procedente de la inoculacién secuenciada, si bien no se observaron
diferencias significativas para HS. Esta mejora de los parametros de la
espuma observada tanto para el vino base como para el Cava elaborados
mediante inoculacion secuenciada, probablemente esta relacionada con una
mayor concentracion de proteinas detectada en relacién con el vino base y el
Cava convencionales. Por consiguiente, la inoculacién secuenciada con T.
delbreuckii y S. cerevisiae parece ser una alternativa interesante para

obtener vinos espumosos de mejores caracteristicas espumantes.

5. La suplementacién con levaduras secas inactivadas (LSI) en el momento del
tiraje permite obtener Cavas a los nueve meses de crianza con valores de HM
y HS significativamente superiores a los de los Cavas elaborados sin adicién
de LSI. No obstante, no se observaron diferencias entres los dos tipos de LSI

(S. cerevisiae o de T. delbrueckii). Se puede concluir, por tanto, que la
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suplementacion con LSI en el momento del tiraje es una herramienta util

para mejorar la espuma de los vinos espumosos

6. Un panel de cata entrenado fue capaz de distinguir de forma significativa,
mediante test triangular, los Cavas suplementados con LSI respecto del Cava
control. En el caso de los Cavas suplementados con LSI de S. cerevisiae, los
catadores no mostraron una preferencia significativa respecto del Cava
control. Sin embargo, para el Cava suplementado con LS| de T. delbrueckii la

preferencia si fue significativa.
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