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secuenciada de
Torulaspora delbreuckii y
Saccharomyces cerevisiae
sobre las propiedades
espumantes de los vinos

espumosos (Cava)

Aunque resulte obvio, la efervescen-
cia y la estabilidad de la espuma son
los principales factores que condi-
cionan la calidad de los vinos espu-
mosos. Sin duda, otros aspectos co-
mo el sabor y el aroma juegan tam-

bién un papel importante, pero la
efervescencia y la persistencia de la
espuma son atributos diferenciales
en los vinos espumosos y por tanto
cobran capital importancia en su va-
loracidn cualitativa.

| servir-una copa de un cava o de cualquier otro vino
espumoso, se genera un magnifico espectaculo en el que
las burbujas son, sin lugar a dudas, las evidentes pro-
tagonistas. Inicialmente la espuma asciende de forma
rapida y compacta (Poinsaut, 1991) y después de alcanzar su
altura maxima, el nivel de la espuma desciende lentamente y
se estabiliza formando una ligera capa en la interfase entre
el liquido'y el cristal denominada corona. Simultdneamente, |a
impetuosa efervescencia inicial ‘se apacigua 'y se alcanza un
estado cuasi-estacionario, condicionado por el balance entre las
burbujas que ascienden y las que se destruyen en la superficie
(Moreno-Arribas'y col, 1996). Por consiguiente, la espuma esta
constituida por un conjunto cambiante de efimeras burbujas que
se mantiene en la superficie del liquido gracias a este delicado
equilibrio-entre formacion y destruccién (Zamora, 2003).

Existen diversas bebidas efervescentes en las que se incluyen
desde los refrescos hasta la cerveza, pasando evidentemente
por los vinos espumosos. Su- efervescencia y su-espuma son
muy diferentes. Asf las bebidas refrescantes carbonatadas pre-
sentan generalmente una efervescencia muy tumultuosa, con
grandes burbujas y una permanencia relativamente corta de la
espuma. En el extremo contrario encontramos la cerveza, con
una efervescencia pausada, unas burbujas muy pequefiasy una
espuma extremadamente persistente. Pues bien, los vinos espu-
mosos se sittan en el término intermedio. Asi un vino espumoso
de calidad ha de tener una espuma blanca y compacta generada
por la presencia de numerosos cordones o rosarios de burbujas
muy finas que al llegar a la superficie forman una corona muy
estable (Maujean, 1989; Ligier-Belair, 2001).
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Ahora bien, la efervescencia y la-espuma no son tan solo atributos
visuales de mayor o' menor belleza estética, sino que inciden de forma
significativa en las sensaciones que se notaran posteriormente en
el paladar (Vanrell, 2002). Un refresco de efervescencia tumultuosa
y grandes burbujas daré lugar en la boca a una sensacion un tanto
agresiva. Del mismo modo perdera rapidamente su efervescencia
debido a la rapida desgasificacion que estos fendmenos conllevan. Por
el contrario un buen Cava deberd presentar en boca un agradable cos-
quilleo-acompafiado por-una sensacion de cremosidad de su-espuma.
Asimismo, su efervescencia deberé ser lo suficientemente persistente
como mantener estas sensaciones el tiempo necesario para que el
consumidor pueda beber la copa sin premura.

Por estos motivos, una de las principales preocupaciones de los ela-
boradores de vinos espumosos es:encontrar nuevos: procedimientos
para mejorar la espumabilidad y la persistencia de su espuma. Las
propiedades espumantes de los vinos espumosos dependen en gran
medida de su composicién quimica, que estéa estrechamente relacio-
nada con su-origen varietal, la madurez de la uva y las condiciones
de vinificacion (Cilindre y col., 2010; Coelhoy col., 2011; Kemp y col.,
2015). En este sentido, se ha descrito que la estabilidad de la espuma
es favorecida por la presencia de agentes tensoactivos tales como
proteinas, manoproteinas y polisacaridos que estabilizan la interfase
de la burbuja debido a sus propiedades de superficie (Brissonnet y
Maujean, 1993; Vanrell y col., 2005). De hecho, se-conoce que todos
los tratamientos de vinificacién que disminuyen la concentracion de
proteinas afectan drasticamente las propiedades: de la espuma del
vino (Vanrell-y col., 2007; Pocock y col., 2011). Por consiguiente, las
bodegas elaboradoras de vino espumoso saben que han de ser muy
cuidadosas con todos los factores que afectan a los niveles de proteina
de mostos, vinos-de base y vinos espumosos.

Por todas estas razones, durante los (ltimos afios se han propuesto
diversas estrategias para mejorar las propiedades espumantes de los
vinos espumosos, entre las que destacan la suplementacion con leva-
duras secas inactivadas (Pérez-Magarino y col., 2015; Medina-Trujillo
y col., 2017h), la seleccion de cepas de Saccharomyces cerevisiae con
mayor capacidad autolitica (Martinez-Rodriguez y col., 2001) y més
recientemente el uso de levaduras No-Saccharomyces en la primera
fermentacion - (Gonzalez-Royo y col.,  2015;  Medina-Trujillo "y col.,
2017a).

En los dltimos afios han aparecido numerosas publicaciones cienti-
ficas sobre ‘las ventajas de la ‘inoculacién conjunta o secuenciada
de levaduras ‘No-Saccharomyces tales como - Torulaspora - delbrueckii,
Metschnikowia pulcherrima,  Candida: zemplinina,” Hanseniaspora spp
y ‘Pichia Kluyveri, entre: otras: (Jollyy col., 2014; Benito y col., 2015)
para mejorar la calidad y complejidad del vino.  Especificamente, se
han descrito efectos positivos sobre el aroma, el glicerol, los polisa-
caridos, las manoproteinas y la acidez volatil (Ciani y Comitini, 2011;
Loira ycol., 2014; Zara y col., 2014). De hecho, algunas cepas de estas
levaduras no-Saccharomyces estan disponibles en el mercado en forma
de levadura seca activa y la Organizacion Internacional de la Vifia y el
Vino (0IV) acaba de aprobar una monografia al respecto en su tltima
asamblea general en Sofia (Bulgaria).

Enlo que refiere a la elaboracion de vinos espumosos, nuestro grupo
de investigacion ha propuesto recientemente el uso de unainocula-
cién secuencial de Torulaspora delbrueckiiy Saccharomyces cerevisiae
durante la primera fermentacion como una herramienta para mejorar
las propiedades de la espuma en la produccion de vino espumoso
(Gonzélez-Royo y col., 2015; Medina-Trujillo y col., 2017a). En el pre-
sente articulo se presentan dichos resultados.
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Materiales y métodos

2.1. Elaboracion de los vinos base

Enla bodega experimental de la Facultad de Enologia de la Universidad
Rovira i Virgili de Constanti (Tarragona, Espafia) se elaboraron dos
vinos monovarietales de uva Macabeo procedente de vifiedos pertene-
cientes a Juve & Camps SL en Espiells [DO Cava; 41° 27'1,8972" (N)
y 1°49"6,6216" (E)] durante la cosecha 2013. Las uvas fueron-vendi-
miadas manualmente, estrujadas y prensadas (60 % de rendimiento)
en-una prensa neumatica. El mosto fue inmediatamente sulfitado (30
mg de metabisulfito potasico/L) y filtrado mediante un filtro de vacio.
El ' mosto se distribuyé en seis tanques de acero inoxidable de 100 L
de capacidad. Tres tanques fueron inoculados de forma convencional
con 250 mg/L de una cepa comercial de Saccharomyces ‘cerevisiae
(QA23, ‘Lallemand Inc., Montreal, Canada). Los otros: tres  tanques
fueron-inoculados inicialmente con 250 mg/L de una cepa comercial
de Torulaspora - delbruekii (Biodiva, ‘Lallemand Inc., Montreal, QC,
Canada). Veinticuatro horas mas tarde, cuando la densidad del mosto
habia disminuido unas tres unidades, los tanques fueron reinoculados
con 250 mg/L de la cepa control de Saccharomyces cerevisiae (QA23,
Lallemand Inc., Montreal, QC, Canada). Todas las microvinificaciones
se realizaron a:18 + 1 °C. Una vez finalizada |a fermentacion alcohé-
lica los vinos fueron trasegados y sulfitados (40 mg/L of metabisulfito
potasico). Los vinos se-mantuvieron al abrigo del aire a 4 °C hasta el
momento de su anélisis y la toma de espuma.

2.2. Elahoracion de los vinos espumosos

Los vinos:espumosos (Cavas) fueron elaborados mediante el método
tradicional seis meses mas tarde. Ambos vinos base fueron suple-
mentados con 22 g/L de sacarosa, 30 mg/L de bentonita (Adjuvant
83; Station Oenotechnique du Champagne, Epernay, France) y 2 x 106
células/mL de un cultivo preadaptado de una:-cepa de Saccharomyces
cerevisiae - seleccionada - (EC1118, Lallemand ‘Inc., Montreal,  QC,
Canada). Se prepararon: 12 botellas de cada tipo de vino (inoculacion
convencional e inoculacion secuenciada). Las botellas fueron tapadas
y nueve meses mas tarde se procedio al degiiello, analisis y cata.

2.3. Analisis quimicos y fisicos
Los parametros estandar de los vinos base y los cavas se realizaron
mediante los métodos recomendados por la OIV (2014). Las propie-

dades espumantes se midieron mediante el método Mosalux (Maujean
y col., 1990). Las proteinas de: determinaron  mediante HRSEC-DAD
(Canals 'y col., 1994). Los polisacaridos se analizaron ‘mediante
HRSEC-RID (Ayestaran y col., 2004).

2.4. Analisis sensorial

Todos las degustaciones se realizaron en |a sala de catas de la Facultad
de Enologia de Tarragona (Universidad Rovira i Virgili), disefiada segin
la norma UNE 87004.197. La degustacion se llevé-a cabocon las copas
oficiales IS0 (IS0 3591.1977). Para evaluar las caracteristicas organo-
|épticas de las diversas muestras, todos los vinos espumosos fueron
probados por un grupo de doce endlogos expertos de la Universidad
Rovira i Virgili. Se realizé una prueba triangular sensorial de acuerdo
con la norma UNE IS0 4120.1983 para comparar el vino espumoso de
la inoculacién convencional con el vino-espumoso de: la inoculacion
secuencial. El objetivo principal era determinar si los catadores eran
capaces de reconocer qué Cava era diferente. El segundo objetivo era
determinar qué Cava era preferido por los panelistas que habian iden-
tificado correctamente los distintos vinos.

2.5. Estadistica

Todos los datos fisicos y quimicos se expresan como el promedio
aritmético + la desviacion estandar de tres repeticiones. El andlisis
de varianza de un factor (ANOVA) y el ensayo de Tukey se llevaron a
cabo con el software SPSS (SPSS Inc., Chicago, lllinois, EE UU). El
nivel de significacion del test triangular se determing por el método
de Jackson [29].

Resultados y discusion

La Tabla 1 muestra los pardmetros generales de los vinos de base y de
los vinos espumosos. Como era de esperar, el contenido de etanol de
los vinos espumosos fue alrededor del 1,3% superior al de los vinos de
base. Este aumento corresponde a la transformacion del azicar afiadido
(22 g/L) en etanol con una relacion de transformacién de 16,9 g/L por
grado de etanol. Dado que ambos vinos de base tenian contenidos de
etanol similares, sus correspondientes vinos espumosos también tenian
valores similares. En general, 1a acidez total de-los vinos espumosos fue
significativamente menor-que en los vinos de base y su pH fue signifi-
cativamente mayor.

Parametro

Convencional Secuencial Convencional Secuencial
Etanol (%) 10701 Aa 10701 Aa 12001 AB 11901 AB
AT (g/L) 568+001 AP 560+002 A 525+006 Aa 5156006 Aa
pH 281001 Aa 280+001 Aa 303001 AP 302+001 AB
AV (g/L) 0,18+001 B a 0,12+002 Ao 022+002 AB 022+004 AP
Glicerol (g/L) 470+030 A« 530+0,14 B a 580+036 AP 63705 A

Tabla 1. Influencia de la inoculacion secuencial (Torulaspora delbrueckii/Saccharomyces cerevisiae) en la primera fermentacion sobre los parametros

generales de los vino base y de los vinos espumosos

Todos los datos se expresan como la media aritmética de tres repeticiones + desviacion estandar. AT, acidez total expresada en g de acido tartarico/L; AV:

acidez volatil expresada en g de acido acético/L. Diferentes letras mayiisculas latinas indican la existencia de diferencias estadisticamente significativas
(p <0,05) entre la inoculacion convencional y secuencial. Diferentes letras griegas indican la existencia de diferencias estadisticamente significativas (p
<0,05) entre los vinos de base y sus correspondientes vinos espumosos.
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Figura 1. Influencia de la inoculacion secuencial (Torulaspora delbrueckii/Saccharomyces cerevisiae) en la primera fermentacion sobre las propiedades

espumantes de los vinos base y los vinos espumosos

Todos los datos se expresan como la media aritmética de tres repeticiones + desviacion estandar. Hm: altura maxima de la espuma; Hs: altura estable de
la espuma. Diferentes letras mayusculas indican la existencia de diferencias estadisticamente significativas (p <0,05) entre los vinos de base. Diferentes
letras miniisculas indican la existencia de diferencias estadisticamente significativas (p <0,05) entre los vinos espumosos. *: Indica la existencia de
diferencias estadisticamente significativas (p <0,05) entre los vinos de base y los vinos espumosos

Estos datos también son l6gicos porque el aumento de etanol provoca
una disminucion en la solubilidad de bitartrato potésico (Boulton et col.,
1996). La acidez volatil y la concentracién de glicerol aumentaron des-
pués de la segunda fermentacion y fueron significativamente mayores
en los vinos-espumosos. En-general, estos cambios entre vinos de base
y vinos espumosos estan de acuerdo con los datos publicados anterior-
mente (Pueyo y col., 1995; Esteruelas y-col., 2015).

Todos los datos se expresan como la media aritmética de tres repe-
ticiones = desviacion estandar. AT, acidez total expresada en g de
acido tartérico/L; AV: acidez volatil expresada-en g de acido acético/L.
Diferentes letras maydsculas latinas indican la existencia de diferen-
cias estadisticamente significativas (p <0,05) entre la inoculacién
convencional y secuencial. Diferentes letras griegas indican la existen-
cia de diferencias estadisticamente significativas (p <0,05) entre los
vinos de hasey sus correspondientes vinos espumosos.

La Figura'1 muestra las propiedades de la-espuma de la basey de los
vinos espumosos medidos mediante el método Mosalux. Como era de
esperar, la altura méaxima de la espuma (HM) fue significativamente
menor en-ambos vinos espumosos que en sus vinos de bhase corres-
pondientes. Esta disminucion, que ya ha sido descrita previamente
(Esteruelas ycol., 2015), se puede atribuir al aumento del contenido de
etanol, que ejerce un efecto negativo sobre la-espumabilidad del vino, y
ala absorcion de proteinas por la bentonita afiadida como coadyuvante
para favorecer el removido de las lias (Vanrell'y col., 2007). Nuestros
datos por lo tanto confirman que la toma de espuma disminuye la
altura méaxima de la espuma. Sin embargo, no parece afectar a la
altura estable de la espuma (HS) ya que vinos base y cavas presenta-
ron niveles similares en este parametro.

Todos los datos se expresan como la media aritmética de tres repeti-
ciones + desviacion estandar. Hm: altura méaxima de la espuma; Hs:
altura estable de la espuma. Diferentes letras maydsculas indican la

existencia de diferencias estadisticamente significativas (p <0,05)
entre los vinos de base. Diferentes letras mindsculas indican la exis-
tencia de diferencias estadisticamente significativas (p <0,05) entre
los vinos espumosos. *: Indica la existencia de diferencias estadisti-
camente significativas (p <0,05) entre los vinos de base y- los vinos
espumosos

Mucho m4s interesante es sefialar que el vino hasey el vino espumoso
elaborado- mediante inoculacion secuencial de Torulaspora delbreuckii
y Saccharomyces cerevisiae presentd valores de HM significativamente
superiores a sus correspondientes vino base y cava procedentes de la
inoculacion convencional. En el caso de HS, si que se observo que los
calores eran significativamente ‘mayores en el vino base procedente
de la inoculacion secuencial, pero esas diferencias desaparecieron en
los cavas.

La Figura 2 muestrala composicion en proteinas de los vinos de basey
los vinos espumosos. Como era de esperar, el contenido total de protei-
nas de los vinos espumosos era muy inferior al de los vinos base. Esta
fuerte disminucién en el contenido total de proteinas de los vinos espu-
mosos fue significativa tanto en el caso de la inoculacién convencional
como el la secuencial y se observaha en todas las fracciones de peso
molecular, especialmente la: fraccion de-bajo- peso molecular (LMW).
Esta drastica disminucion de proteinas es atribuible a su absorcién
por la-bentonita utilizada como un coadyuvante de removido (Vanrell'y
col., 2007). Esta disminucion en la concentracidn proteica es probable-
mente una de las principales razones por las que HM es menor en los
Vinos espumosos que en sus correspondientes vinos base.

Todos los ‘datos se expresan como la media aritmética de tres repe-
ticiones = desviacion estandar. HMw: fraccion ‘proteica de alto peso
molecular (Mw> 80 kDa); Imw: fraccidn proteica de peso molecular
intermedio (80 kDa> Mw> 60 kDa); LMw: Fraccién proteica de bajo
peso molecular (Mw <60 kDa). Diferentes letras may(sculas indican
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Figura 2. Influencia de la inoculacion secuencial (Torulaspora delbrueckii/Saccharomyces cerevisiae) en la primera fermentacion sobre las proteinas de
los vinos base y los vinos espumosos

Todos los datos se expresan como la media aritmética de tres repeticiones + desviacion estandar. HMw: fraccion proteica de alto peso molecular (Mw>

80 kDa); Imw: fraccion proteica de peso molecular intermedio (80 kDa> Mw> 60 kDa); LMw: Fraccion proteica de bajo peso molecular (Mw <60 kDa).
Diferentes letras mayusculas indican la existencia de diferencias estadisticamente significativas (p <0,05) entre los vinos de base. Diferentes letras
minisculas indican la existencia de diferencias estadisticamente significativas (p <0,05) entre los vinos espumosos. *: Indica la existencia de diferencias
estadisticamente significativas (p <0,05) entre los vinos de base y los vinos espumosos
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Figura 3. Influencia de la inoculacion secuencial (Torulaspora delbrueckii/Saccharomyces cerevisiae) en la primera fermentacion sobre los polisacaridos
y oligosacarido de los vinos base y los vinos espumosos.

Todos los datos se expresan como la media aritmética de tres repeticiones + desviacion estandar. PS: polisacaridos (PM> 5 kDa); SO: Oligosacaridos: (PM:

<5 kDa). Diferentes letras mayisculas indican la existencia de diferencias estadisticamente significativas (p <0,05) entre los vinos base. Diferentes letras
mindsculas indican la existencia de diferencias estadisticamente significativas (p <0,05) entre los vinos espumosos. *: Indica la existencia de diferencias
estadisticamente significativas (p <0,05) entre los vinos de base y los vinos espumosos.




la existencia- de- diferencias estadisticamente ‘significativas: (p <0,05)
entre los vinos de base. Diferentes letras mintsculas indican la existencia
de diferencias estadisticamente significativas (p <0,05) entre los vinos
espumosos. *: Indica la existencia de diferencias estadisticamente signi-
ficativas (p <0,05) entre los vinos de base y 10s vinos espumosos.

La Figura 3 muestra-la composicion en polisacaridos de los vinos de
base y los espumosos. De nuevo, la concentracion de polisacaridos en
los vinos espumosos fue significativamente menor-que en sus corres-
pondientes vinos de base y esta disminucidn se observé en todas las
fracciones de peso molecular. Resultados similares han sido reporta-
dos por otros autores (Moreno-Arribas y-col., 2000; Martinez-Lapuente
y col., 2013), que han atribuido esta disminucidn a la precipitacion.
Dado que el etanol disminuye la solubilidad de algunos polisacaridos,
el aumento de la.concentracion de etanol causado por la segunda fer-
mentacidn puede explicar este fenémeno. Otra posible explicacion es
la absorcidn de algunos polisacaridos por la bentonita utilizada como
agente aclarador o incluso por las células muertas de levadura.

Todos los datos se expresan como la media: aritmética de tres repe-
ticiones = desviacion estandar. PS: polisacaridos (PM> 5 kDa); SO:
Oligosacaridos: (PM: <5 kDa). Diferentes: letras maytisculas indican
la existencia de diferencias estadisticamente significativas (p <0,05)
entre los vinos base. Diferentes letras mintisculas indican la existencia

de diferencias estadisticamente significativas (p <0,05) entre los-vinos
espumosos. *: Indica la existencia de diferencias estadisticamente signi-
ficativas (p'<0,05) entre los vinos de basey los: vinos: espumosos.

De todo lo expuesto se puede concluir que la inoculacion secuencial
con' Torulaspora - delbreuckii y “Saccharomyces - cerevisiae puede “ser
una herramienta muy (til para obtener vinos espumosos:con mejores
propiedades ‘espumantes. Especificamente, la ‘inoculacion - secuen-
cial produjo vinos base con una altura méaxima de la espuma (HM)
significativamente - mayor que los: obtenidos  mediante ‘inoculacién
convencional, probablemente porque la autélisis de las células de T.
delbrueckii en el vino base liber6 mayores cantidades de proteinas,
especialmente de la fraccidn de bajo peso molecular. Esta tendencia de
mayor concentracion de proteina y mejor HM se mantuvo en los vinos
espumosos de la-inoculacion secuencial aunque, légicamente, ambos
valores se redujeron por la toma der espuma.
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