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1.INTERES Y OBJETIVOS

Alicia: Por favor, équieres decirme qué camino debo tomar para salir de aqui?
Gato: Eso depende de adonde quieras llegar.
- Lewis Carrol, “Alicia en el pais de las maravillas”-

El mercado de los vinos espumosos se ha desarrollado en estos ultimos afos gracias
al impulso de una notable demanda mundial, lo que ha llevado a un aumento del 40 % de su
produccién en menos de 10 afios. Espafia, con mas de 1,8 millones de hectolitros al afio, es
el cuarto productor mundial. Esta vasta fabricacién origina como desecho mds de 200
toneladas de residuos de levadura de segunda fermentacién al afio, que la legislacion
europea denomina “lias”. El destino habitual de estas lias es la desalcoholizacion mediante la
destilacidn para su empleo en alimentacién animal, con poco valor afadido, o su destruccidn,

lo que supone un gasto para la bodega.

Hasta ahora, el estudio de la composicion y posibles aprovechamientos de
subproductos de la industria vitivinicola se ha centrado en los residuos sélidos provenientes
de la uva, como hollejos y pepitas. Existen algunas investigaciones sobre lias de vinos blancos
y tintos, pero son muy escasas y en la mayoria de casos se refieren Unicamente a la obtencién
de polifenoles. No hay datos acerca de la composicidn y potenciales usos que puede ofrecer

la lia de segunda fermentacién de vinos espumosos.

Las lias de segunda fermentacién de vinos espumosos proceden de levaduras que han
sido seleccionadas por reunir una serie de caracteristicas, entre ellas, la facultad de fermentar
a baja temperatura y la resistencia al alcohol y al anhidrido sulfuroso. Después de realizar la
fermentacion, se mantienen en sus respectivos vinos espumosos un tiempo determinado,

durante el cual se produce el proceso de autolisis. Este proceso, fundamental para que los
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vinos espumosos adquieran sus particularidades organolépticas, supone un lento

intercambio de compuestos entre las lias no viables y el vino.

La levadura per se contiene importantes componentes con utilidad industrial, tanto
en su citoplasma como en su pared. Varios de ellos son antioxidantes, existiendo numerosos
estudios que han relacionado la actividad antioxidante de las levaduras con una proteccién
frente a la oxidacién de los vinos durante el envejecimiento biolégico en lias. Teniendo en
cuenta esto, es posible que una vez estas lias se hayan desechado de las botellas o depdsitos
de vino espumoso, retengan compuestos de interés y puedan seguir exhibiendo capacidad

antioxidante, sugiriendo una reutilizacion dentro de la industria alimentaria.

El objetivo del presente trabajo es caracterizar las lias de segunda fermentacién y
evaluar su rol en la crianza de los vinos espumosos. El propdsito es profundizar en sus
propiedades y potencial antioxidante para esclarecer el papel de sus componentes en la
calidad de los vinos espumosos e incluso poder llegar a revalorizar este material infrautilizado
en su destino actual de destilacion. Para conseguir esto, se han planteado los siguientes

objetivos especificos:

1. Establecer el papel antioxidante de las células de levadura en la elaboracidn de vinos
espumosos. Para ello, se compararan las evoluciones de la capacidad antioxidante a
lo largo del envejecimiento de los vinos espumosos en contacto con lias con la de
vinos que envejecen sin la presencia de las mismas.

2. Caracterizar poblacional y morfolégicamente lias diferentes provenientes de la
fabricacién de vinos espumosos. Este objetivo comprende dos partes: en primer lugar,
una visualizacién en microscopio confocal para determinar forma, tamafio y posibles
impurezas, y en segundo, un analisis por citometria de flujo, teniendo en cuenta tanto
sefiales de dispersion como de fluorescencia.

3. Caracterizar la composicion de lias diferentes recuperadas de la elaboracion de vinos
espumosos para determinar dénde reside su potencial antioxidante. Este objetivo
también se divide en dos partes: por un lado, se estudiara la composicion de la lia

entera, su interior (citoplasma) y su parte externa (pared celular), y se relacionard con
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su capacidad antioxidante. Por otra parte, se subdividird su pared celular en sus
diferentes componentes, analizando la composicién y la actividad antioxidante de

cada uno de ellos.






2.ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Pude ver mds lejos porque estaba encaramado a hombros de gigantes.
- Isaac Newton —

2.1 VINOS ESPUMOSOS NATURALES

Los vinos espumosos naturales se caracterizan por una segunda fermentacion de un
vino base mediante la adicidn de azlcares y levaduras. El gas carbdnico que se origina se

conserva en el vino ya que esta segunda fermentacion transcurre en recipiente cerrado.

Como consecuencia de esta elaboracidn especial, en el momento de ser servidos, los
vinos espumosos forman una espuma de sensible persistencia con un desprendimiento de
burbujas continuo [1]. De acuerdo con la legislacidn europea, un vino espumoso debe tener
una presion de CO2 minima de 3 atmdsferas, medida a 20 2 C (3,5 atmdsferas para los vinos

espumosos de calidad producidos en regiones determinas, “vecprd”) [2].

Por sus particularidades organolépticas y las exigencias de calidad que los envuelven,
el consumo de vinos espumosos se ha asociado tradicionalmente a la celebracién de eventos
y fiestas. Entre los vinos espumosos que gozan de un reconocido prestigio internacional se
encuentran el Champagne (localizado en la regién de Epernay y Reims, Francia), el Cava

(principalmente producido en el Penedés, Barcelona) y el Talento (norte de Italia).

2.1.1 Elaboracién de vinos espumosos

La elaboracién de los vinos espumosos involucra dos etapas netamente diferenciadas:

la preparacién del vino base o cuvée y la segunda fermentacién y envejecimiento con sus
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levaduras o envejecimiento sur lie. Las diferencias en el método seguido durante esta
segunda fase es la que marca los tres tipos de vinos espumosos naturales que hay: vinos
elaborados por el método tradicional o Champenoise, de los cuales el cava y el Champan son
los mas representativos; los espumosos fermentados en botella, llamados transfer; y los

elaborados en grandes depdsitos, llamados granvds o Charmat [3].

2.1.1.1 Obtencion del vino base

La vinificacion de los vinos espumosos comienza con la vendimia, que se realiza una
vez la uva ha alcanzado la madurez tecnolégica. Las variables mds importantes utilizadas para
determinar la calidad de la uva y su madurez para la produccién de vinos espumosos son el
volumen de alcohol probable (concentracién de azicar en g/L), la acidez total, el pH, el
contenido en acido glucdnico (un indice del estado sanitario de la uva), y la concentracién de
nitrégeno asimilable [4]. Las variedades de uva utilizadas en la elaboracién de vinos
espumosos pueden ser blancas (blanc de blancs) o tintas (blanc de noirs). Para los vinos
espumosos elaborados mediante el método tradicional, las diferentes denominaciones de
origen sélo autorizan el uso de unas variedades concretas. Para el caso de la elaboracion de
cava las variades permitidas de uva blanca son: Xarel-lo, Parellada, Macabeo, Chardonnay y
Malvasia, y de uva tinta: Garnacha negra, Monastrell, Pinot noir y Trepat (Reglamento D. O.
Cava 1990). Esta ultima variedad sdlo puede ser utilizada para la elaboracion de cava rosado,
el cual se produce por el método de sangrado del vino tinto. Con diferencia, las variedades

mas utilizadas para la elaboracion de cava son Xarel-lo, Parellada y Macabeu.

La prevencién de la oxidacidn de los compuestos fendlicos es fundamental para la
produccién de vinos blancos de mesa, y de especial importancia en el caso de los vinos
espumosos, en los cuales se lleva a cabo una segunda fermentacidn y un envejecimiento mas
o menos prolongado. Por eso, las uvas se transportan hacia la bodega con sumo cuidado en
cajas perforadas de capacidad limitada y se prensan lo mas rapidamente posible a fin de

minimizar procesos de pardeamiento y fermentaciones incontroladas.
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El prensado para la obtencidon del mosto se realiza de manera fraccionada (prensado
champenoise). El mosto producido con presiones suaves se usa para producir los vinos
espumosos de mas calidad, mientras que el producido incrementando la presidn se utiliza
para vinos espumosos de menos calidad y para la elaboracién de otros vinos (vinos de mesa)
[5]. A las salida de las prensas, y para evitar la oxidacién del mosto, éste se sulfita a razén de
5 a 10 mg/L, segun la calidad de la vendimia [3]. El mosto es también desfangado
preferiblemente mediante un método estatico (sedimentacion durante 12-24 horas), aunque
algunos productores utilizan métodos dinamicos (filtracion a vacio o centrifugacion).
Posteriormente, se puede corregir la acidez con acido tartarico y/o acido citrico y adicionarse
bentonita para facilitar las precipitaciones proteicas y la eliminacion parcial de polifenoles.
En el caso de mostos elaborados en climas frios, donde la concentracion de azucares no es
suficiente para obtener un grado alcohdlico correcto en el vino base, se recurre a la adicién

de azucares o mosto concentrado (chaptalizacion).

La primera fermentacién a menudo se lleva a cabo en grandes depdsitos de acero,
aunque algunos productores usan pequefias barricas y toneles de madera para fermentar
todo o parte del vino base, lo que aumenta la estructura del vino sin aumentar
considerablemente la astringencia [6]. La temperatura se mantiene por debajo de los 20 eC
(normalmente entre los 15 -18 2C), a fin de evitar la pérdida de volatiles que podria afectar el
desarrollo del aroma. Las levaduras utilizadas habitualmente son Saccharomyces cerevisiae
seleccionadas por la bodega. Las levaduras completan la fermentacién en pocos dias,
obteniéndose un vino turbio y seco, con una concentracién de azucar residual inferior a 1,5
g/L. Durante la maduracién del vino, los coloides sedimentan, haciendo el vino mas limpio y
brillante. Si la clarificacidn mediante decantado no es suficiente, se recurre a agentes
clarificantes clasicos (bentonita, gelatina, caseinatos, etc.) o a otros mas novedosos (proteina

vegetal, quinina, polivinilpirrolidona, etc.).

La fermentacidon maloldctica se realiza si la acidez del vino es excesiva (superior a 15
g/L), o para prevenir que ocurra posteriormente en la segunda fermentacion. La

estabilizacidn tartarica es necesaria para evitar la precipitacidn de cristales de bitartrato de
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potasio y tartrato de calcio durante el envejecimiento, y se realiza disminuyendo la
temperatura del tanque por debajo de 0 2C y filtrando el vino a través de membranas de 0,45

um [4].

Los vinos base destinados a la produccidon de cava tienen que cumplir los siguientes
requisitos analiticos que se describen en el Reglamento de la Denominacion “Cava” y de su

Consejo Regulador (1991):

- Graduacioén alcohdlica adquirida: 9,5 - 11,5 % v/v

- Acidez total minima (en acido tartarico): 5,5 g/L

- Extracto seco no reductor: 13 —22 g/L

- Acidez volatil real (en acido acético): inferior a 0,60 g/L

- Anhidrido sulfuroso (maximo): 140 mg/L

- Cenizas: 0,70 -2 g/L

- pH:2,8-3,3.

Los vinos utilizados para los espumosos Charmat suelen ser vinos del afio, con un

grado alcohdlico entre 10y 10,5 % v/v, con poco azucar residual, buena acidez total (6,5 -7,5

g/L de acido tartarico) y un contenido normal de acidez volatil (0,3 — 0,4 g/L en 4cido acético)

[3].
2.1.1.2 Segunda fermentacion y envejecimiento sur lie

Una vez se obtienen los vinos base comienza la etapa mas caracteristica de la
elaboracién de vinos espumosos: la segunda fermentacidn y el envejecimiento sur lie. Entre
los diversos métodos para obtener vinos espumosos, los que se utilizan en mayor medida y
tienen mayor reputacién son los elaborados mediante el método Champenoise, tradicional o

clasico, y en segundo lugar los elaborados mediante el método Charmat o granvas.

METODO TRADICIONAL

Las primeras referencias fiables a la elaboracion de vinos espumosos datan del siglo
XVl en la region de Champagne y son atribuidas al abad Pierre Perignon, que por primera

vez estudia en profundidad su proceso de preparacion y establece sus fundamentos. Dado el
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gran éxito de estos vinos y el impulso de su consumo entre la nobleza y la burguesia, este
método de elaboracion se extiende por la region de Champagne, y a finales del siglo XIX se
introduce en Cataluia de la mano de Joan Raventds, propietario de las bodegas Codorniu.
Todos los espumosos elaborados por este método se llaman champanes, hasta el afio 1958
en que se funda el Consejo Regulador de la Denominaciéon de Origen Champagne, que sélo
permite a los espumosos elaborados en dicha zona y por unas determinadas bodegas

ostentar la denominacién de champagne.

El método tradicional se basa en que la segunda fermentacién y la crianza sur lie se
realizan integramente en la misma botella donde se comercializa el producto final. En la figura
2-1 se encuentra esquematizado el proceso de elaboracién de vinos espumosos mediante el

método tradicional. Las etapas se describen a continuacién:

Cupaje. Dependiendo de los atributos de los vinos estabilizados, el enélogo prepara
una mezcla o cupaje adecuados para obtener el vino base final. El cupaje, que puede ser
mezcla de vinos base de diferente variedad o afiada, es a menudo realizado porque es dificil
gue un vino base de una aflada y una variedad concreta esté perfectamente balanceado en
composicidon y aroma para conseguir un vino espumoso de calidad. El cupaje se realiza con
los siguientes objetivos: para obtener un vino base con la suficiente consistencia en aromay
calidad; para aumentar la calidad de los vinos individuales, y para la produccidn de suficiente

vino base [6].

Tiraje. Consiste en la adicion a la mezcla de vinos base (cupaje) de los azucares y
levaduras necesarios para la segunda fermentacidn. Estos azucares y levaduras se anaden
mediante el ‘licor de tiraje’, que esta compuesto de 500 g/L de azucar, entre 1 —2 millones/mL
de células de levadura, 0,1 a 0,2 g/L de bentonita, y fosfato de amonio y otros compuestos
para estimular el crecimiento de las levaduras. Aproximadamente se dosifican entre 40 y 42
mL de licor de tiraje por botella, lo suficiente para conseguir entre 3 y 4 bares de sobrepresion
en el producto final. La cantidad de diéxido de azufre no deberia exceder de 25 mg/L, para
no entorpecer la proliferacion de levaduras. Después de la adicion del licor de tiraje al vino

base y de su perfecta homogeneizacién, se procede al embotellado.
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Las levaduras que se utilizan para la elaboracion de vinos espumosos deben de reunir

una serie de caracteristicas particulares [3]:

Facultad de fermentar a baja temperatura.

- Tendencia a aglomerarse entre siy no adherirse a las paredes de la botella.

- Resistencia al alcohol y al anhidrido sulfuroso.

- Rendimiento alcohélico elevado.

- Buen potencial aromatico.

- Agotamiento completo de azlcares.

- Baja produccién de acidez volatil.

- Capacidad fermentativa a presion alta (5-6 atmdsferas) y baja temperatura (12-14 C).

- No productoras de SHa.

Segunda fermentacion y crianza bioldgica. Las botellas cerradas herméticamente se
colocan dentro de las cavas en posicién horizonal (rima), y comienza la segunda fermentacion.
Las condiciones dentro de la cava son controladas; la temperatura debe ser baja, entre 10y
15 2C, para que la segunda fermentacion se produzca de forma lenta y conseguir una espuma
fina y persistente. La humedad también debe de ser baja y las botellas deben de protegerse

de la luz.

El tiempo necesario para completar la segunda fermentacién es variable, depende de
la temperatura de las botellas y de la graduacion alcohdlica del vino. En términos generales
oscila entre 1 y 3 meses, en los cuales se forma didéxido de carbono hasta una presiéon de 5 —
6 bares y se aumenta el grado alcohdlico del vino base en 1,5 grados. Después de acabada la
segunda fermentacion, las levaduras dejan de ser viables, pasando a denominarse “lias”. Los
vinos se mantienen en posicidn horizontal, madurando en contacto con sus lias durante un
tiempo determinado, nunca inferior a 9 meses. Esta maduracién o crianza sur lie es
fundamental para otorgar al vino espumoso sus caracteristicas organolépticas propias; un
envejecimiento sur lie mas prologado esta relacionado con una mejor calidad en el vino

espumoso final [4].

10
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Removido. Finalizada la fase de crianza bioldgica, las botellas se someten a la etapa
del removido con el fin de separar completamente las lias de la pared de la botella y llevarlas
a la punta para poder eliminarlas después en la fase de degiielle. Para ello, se realizan una
serie de movimientos rotativos sucesivos y a la vez las botellas se posicionan progresivamente
de manera vertical invertida (en punta). Este proceso puede ser manual (pupitre clasico) o
automatizado, pero al final del mismo el vino espumoso ha de tener una gran limpidez. Las
botellas en posicién en punta pueden permanecer un dia, un mes e incluso un afio hasta el

deguielle. Durante esta fase las botellas se adhieren al tapdn y el buqué se afina.

Degiielle. Esta operacidn elimina definitivamente las lias depositas en el cuello de la
botella. Se procede a congelar el vino que contiene las lias en el cuello de la botella mediante
inmersién en solucién de etilenglicol al 45 % a una temperatura de -25 2C durante 10 minutos.
Posteriormente las botellas se colocan en posicién vertical y se retiran el tapén corona y el
obturador, de manera que la presiéon interna del vino espumoso expulse el depdsito de lias

junto con una pequefa parte del vino.

Dosificacion del licor de expedicién y acabado. A la salida del deglielle, todos los
vinos espumosos elaborados mediante el método tradicional reciben la adicién del licor de
expedicion, necesario para rellenar las pérdidas de vino que tuvieron lugar. De forma general,
el licor de expedicion suele estar formado por vino, SO,y azucares (excepto para la calidad
brut nature). Con esta adicion del licor de expedicidon se puede ajustar el contenido en
azucares de acuerdo a la legislacién vigente (tabla 2-1). Una vez se ha adicionado el licor de
expedicion se tapa la botella con el tapén de corcho definitivo y se coloca un bozal de alambre

que lleva una placa metélica.

Las botellas se someten a agitacidén para homogeneizar el vino con el licor de
expedicion. Terminado todo el proceso, las botellas deben de permanecer en posicion vertical,
en locales acondicionados, durante 15 dias como minimo y a una temperatura de 10 2C. En
el momento de salir al mercado, se aconseja su consumo en un plazo corto, preferiblemente

inferior a un afio, tanto en los espumosos jévenes como en los espumosos reserva.

11
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EL CAVA

En Espafia el vino espumoso por excelencia es el Cava. La Denominacion de Origen
“Cava” incluye bodegas de diferentes regiones espafiolas, con gran predominio de Catalufia
en cuanto a superficie cultivada y volumen de produccidn, donde la mayoria de las bodegas
elaboradoras se situan en la regién del Penedés. Fuera de Catalufia, la produccién de Cava
gueda restringida a otras zonas vinicolas dentro de La Rioja, Campo de Borja, Navarra, Burgos,
Almendralejo y Valencia. Los vinos espumosos elaborados por el método tradicional, que por
no estar comprendida su zona de produccion entre las acogidas a la Denominacién de Origen,
no pueden usar el término cava y se comercializan como “vinos espumosos de calidad

elaborados por el método tradicional”.

El Cava es un VECPRD, es decir, un “vino espumoso de calidad producido en una regién
determinada”, y estd protegido legalmente por el Reglamento de la Denominacién “Cava” y
de su Consejo Regulador (1991). Esta legislacion delimita las zonas de produccién de cava
anteriormente descritas, autoriza el uso de unas variedades de uva determinadas y obliga a
las bodegas a cumplir con una serie de parametros de calidad concretos, tanto del vino base
como del cava final producido. De esta manera, en el Reglamento de la Denominacién “Cava”

se especifican los siguientes parametros analiticos para el cava:

- Graduacioén alcohélica adquirida: minima 10,8 % (v/v) y maxima 11,8 % (v/v)
- Acidez total minima (en acido tartarico): 5,5 g/L

- Extracto seco no reductor: minimo 13 g/L y maximo 22 g/L

- Acidez volatil real (en acido acético): inferior a 0,65 g/L

- Anhidrido sulfuroso total: inferior a 160 mg/L

- Cenizas: minimo 0,70 g/Ly maximo 2 g/L

- pH: minimo 2,8 y maximo 3,3

- Sobrepresidon minima: 3,5 bares a 20 oC.

12
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También se especifican los diferentes tipos de cava en funcién de su contenido en

azucares:

Contenido en azlcares

Tipo (s/L)

Brut nature (*) <3

Extra brut <6

Brut <12
Extra-seco 12-20
Seco 17-35
Semi-seco 33-50

Dulce > 50

Tabla 2-1. Tipos de cava segun su contenido en aztcares. (*) Sin adicion de aztcares

Un pardmetro de calidad muy importante de los vinos espumosos elaborados
mediante el método tradicional es el tiempo que ha transcurrido desde el tiraje hasta el
deguielle, donde estard incluido el tiempo que ha permanecido en envejecimiento sur lie el
vino espumoso. Para la denominacién “Cava”, ese tiempo es de 9 meses como minimo, y para

gue el cava pueda tener la indicacién de “Reserva”, al menos de 15 meses.

La indicacion de Cava “Gran Reserva” esta restringida a los Cava del tipo Brut Nature,
Extra Brut y Brut, con un tiempo minimo transcurrido desde el tiraje hasta el degielle de 30

meses, y que se haya realizado en la misma bodega.

13
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Figura 2-1. Elaboracion de vino espumoso mediante el método tradicional.

METODO CHARMAT O GRANVAS

El método Charmat, granvas, cuvée close o método continuo (segun el pais productor),
consiste basicamente en desarrollar la segunda fermentacion y el envejecimiento sur lie del
vino espumoso dentro de grandes recipientes isobaricos, con embotellado final a la presion

alcanzada. Este sistema data de 1851, pero fue en 1907 cuando Jean-Eugéne Charmat lo
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perfecciond, convirtiéndolo en verdaderamente funcional y de completa utilizacién industrial.
Posteriormente ha sufrido varias modificaciones que lo han llevado a un nivel de alta

perfeccidn técnica.

Con sus grandes depdsitos presurizados e interconectados, el método Charmat
presenta claras ventajas econdmicas frente al método tradicional: se pueden producir
grandes volumenes, no hay pérdidas de presidon y el tiempo de envejecimiento sur lie puede
ser inferior. Todo esto permite elaborar espumosos de precio inferior, aunque a menudo no
tan valorados organolépticamente como los tradicionales. El método consta de las siguientes

fases ilustradas en la figura 2-2:

Segunda fermentacion. La segunda fermentacidon transcurre en autoclaves que
pueden resistir presiones de mas de 13 bares a 20 2C [4]. El cupaje se afiade al depdsito de
mezcla que ya contiene las levaduras activas (se preparan con vino para adaptarlas a la
presencia de alcohol). Se dosifica posteriormente el jarabe (que contiene un 50 % de

sacarosa) y se deja que comience la fermentacidn, tras lo cual se trasvasa a los autoclaves.

La temperatura ideal para la segunda fermentacion es de 12 — 13 2C, ya que permite
un perlaje mas fino y duradero. Los tanques poseen agitadores y controladores de la
temperatura que permiten que la fermentacién transcurra mas rapida y homogéneamente
gue en botella. Cuando se alcanzan las 4 atmdsferas de presion deseadas, la temperatura del
tanque se reduce a 8 2C para detener la fermentacidn, dejando aproximadamente un 10 %
de azucares residuales. Una vez alcanzada la presion final, el tiempo minimo que el autoclave
debe de permanecer cerrado hasta que se embotella el vino es de 30 dias (Charmat corto),
aunque algunos pueden permanecer en contacto con las lias varios meses e incluso afios

(Charmat largo) [3].

Transvase isobarico. La bajada de temperatura provoca que las lias se depositen en
el fondo del autoclave por decantacion. Las lias se separan del vino por trasvase a otro tanque

bajo presién. Cuando el vino es trasferido a otro tanque, se centrifuga o se filtra para eliminar
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las lias. La ejecucion de este trasvase se realiza mediante sobrepresiones gaseosas utilizando

aire comprimido o nitrégeno (el CO; estd prohibido).

Estabilizacion del vino espumoso. Para inducir la estabilizacién tartarica se baja la
temperatura del vino hasta —4 2C durante 10 dias. En este método también se adiciona licor
de expedicion para obtener diferentes vinos espumosos segln su contenido en azlcares.
Finalmente, se realiza una filtracién esterilizante interponiendo un filtro en linea con la

embotelladora.

Embotellado isobarico. En primer lugar, la botella se llena con nitrégeno, y
posteriormente se afiade el vino a una temperatura entre 0y 4 °C, procurando que la pérdida
de presion sea minima. El tapdn puede ser de corcho, generalmente de inferior calidad e
incluso de aglomerado, de polietileno recubierto de corcho o de plastico. Estos vinos

espumosos se pueden diferenciar por tener una circunferencia en la base del tapén.
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Figura 2-2. Elaboracion de vino espumoso mediante el método Charmat.
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2.1.2 Propiedades antioxidantes de los vinos espumosos

Las propiedades antioxidantes del vino se han estudiado en profundidad en las ultimas
décadas, poniéndose especial atencidn en su proteccion frente al cancer y las enfermedades
cardiovasculares. Estos efectos beneficiosos del vino se relacionan con su alto contenido en
fenoles, compuestos antioxidantes que han demostrado inhibir la agregacién plaquetaria [7],
prevenir la oxidacidn de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) [8], y mejorar los procesos

inflamatorios y carcinogénicos [9].

Los estudios sobre actividad antioxidante, tanto in vitro como in vivo, se han realizado
sobre todo con vinos tintos y vinos blancos, siendo escasas las publicaciones donde se analiza
la actividad antioxidante de vinos espumosos [10]—[14]. Aunque los compuestos fendlicos son
los principales agentes antioxidantes de los vinos espumosos, también pueden contener otras
sustancias con propiedades antioxidantes, ya sean de origen natural (como el dacido
ascorbico) o aditivos afiadidos (como el SO;). Es importante tener en cuenta que los
compuestos contenidos en el vino pueden tener respuestas diferentes a los reactivos
especificos usados en los métodos de analisis de la actividad antioxidante, lo que hace
necesario el uso de varios métodos para una determinacién mas completa de la actividad

antioxidante.
2.1.2.1 Meétodos para determinar la actividad antioxidante

Un antioxidante biolégico se define como “cualquier sustancia que, cuando se
presenta a bajas concentraciones comparadas con el sustrato oxidable, significativamente
previene o disminuye la oxidacién de ese sustrato” [15]. Los antioxidantes pueden interferir
con el proceso de oxidacion, mediante reacciéon con radicales libres, quelando metales

cataliticos y también por captacidén de oxigeno.

Hay una gran variedad de métodos para evaluar la actividad antioxidante de los
alimentos, pero, desafortunadamente, no hay ningliin método estandar. Cada método estd

basado en unas reacciones y condiciones particulares y los antioxidantes se encuentran en la
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mayoria de casos en unas matrices alimentarias complejas, influenciadas a su vez por las
condiciones del ensayo. Ademas, los compuestos medidos individualmente no reflejan
necesariamente la actividad antioxidante total ya que se ha documentado que los
antioxidantes pueden actuar de manera sinérgica con otros antioxidantes [16], [17]. Por lo
tanto, los valores de actividad antioxidante dependeran del método aplicado, las condiciones
del ensayo y la matriz alimentaria, por lo que serd necesario el uso de varios métodos de
analisis de la actividad antioxidante que proporcionen una informacién diferente y

complementaria.

Dependiendo de los mecanismos de las reacciones implicadas, los métodos in vitro de
analisis de la actividad antioxidante se clasifican generalmente en dos tipos: ensayos basados
en reacciones de transferencia de atomos de hidrégeno (HAT) y ensayos basados en
transferencia de electrones (ET) (tabla 2-2) [17]. La mayor parte de los ensayos HAT aplican
un esquema de reacciéon competitiva; el antioxidante y el sustrato compiten por los radicales
peroxilo térmicamente generados a través de la descomposicion de compuestos azo. Entre
estos ensayos se encuentran la inhibicidon de la autooxidacion de la lipoproteina de baja
densidad, capacidad de absorbancia de radical oxigeno (ORAC), parametro antioxidante de
atrapamiento de radical (TRAP), y ensayos de blanqueamiento de crocina. Los ensayos de ET
miden bdsicamente la capacidad de un antioxidante en la reduccién de un oxidante mediante
una reaccién colorimétrica, por lo que el cambio de color se relaciona con la capacidad
antioxidante de la muestra. Entre los ensayos ET encontramos el método de Folin-Ciocalteau,
la capacidad antioxidante de trélox (TEAC), el poder antioxidante de reduccidon de iones
férricos (FRAP), el ensayo de potencial antioxidante total con complejo Cu(ll) como
antioxidante, y el método del 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Otros ensayos no clasificados
como HAT o ET, se basan en la reaccion con oxidantes biolégicamente relevantes como el

oxigeno singlete, el anién superdxido, peroxinitritos, y radical hidroxilo.

Entre los métodos mas utilizados para el andlisis de la actividad antioxidante de vinos
espumosos, se encuentran los métodos DPPH y FRAP por su aplicabilidad a pH acidos (DPPH

a pH 5,5y FRAP a pH 3,5) [13]. Desde que Singleton y Rossi extendieron su uso [18]-[19], el
p y p q g y
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método de Folin-Ciocalteau se utiliza habitualmente para la determinacién de fenoles totales
en todos los tipos de vinos, incluidos los vinos espumosos. Considerando que el reactivo es
inespecifico y también puede reducirse por otros componentes, realmente el método mide

la capacidad reductora de la muestra [20].

Métodos in vitro de andlisis de la Actividad Antioxidante

Ensayos de transferencia ORAC (capacidad de absorbancia de radical oxigeno)
de atomos de hidrégeno TRAP (parametro antioxidante de atrapamiento de
radical)
ROO+AH — ROOH +A Ensayo de blanqueamiento de Crocina
ROO+LH —>» ROOH+L: Inhibicién de la oxidacién de acido linoleico

Inhibicion de la oxidacion de las LDL

Ensayos de transferencia TEAC (capacidad antioxidante de trélox)
de electrones FRAP (poder antioxidante de reduccién de iones férricos)
M(n) + e-(de AH) » AH+:|— M(n-1) DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)
Capacidad de reduccion de Cu (11)
Folin-Ciocalteau (determinacién de polifenoles totales)

Otros ensayos TOSC (capacidad total secuestrante de radicales
oxigeno)
Reaccidén de inhibicién de la reaccidn oscilante de Briggs
Rauscher
Quimioluminiscencia

Tabla 2-2. Métodos in vitro comunes de andlisis de la Actividad Antioxidante. ROO =radical;
AH=antioxidante; LH=sustrato; M(n)=oxidante.

2.1.2.2 Actividad antioxidante y contenido en compuestos fendlicos

Los fenoles son una serie de compuestos de gran importancia en la quimica del vino.
Por una parte contribuyen de manera decisiva en sus caracteristicas sensoriales,
particularmente color [21], astringencia y amargor [22], y por otra, como ya se indico al
comienzo del apartado, estdn relacionados con sus propiedades antioxidantes y beneficiosas

para la salud.

Los fenoles son un grupo muy extenso de compuestos que contienen anillos

bencénicos y uno o mas grupos hidroxilo asociados (en la mayoria de casos) a estos anillos
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bencénicos. Se dividen en no flavonoides (derivados del fenilpropanoide), y flavonoides
(figura 2-3). Son compuestos antioxidantes porque reaccionan facilmente con radicales para

formar un radical anién muy estable [23].

Fenilpropanoide Flavonoide

Figura 2-3. Estructura quimica del fenilpropanoide y estructura bdsica de los flavonoides.

Los vinos espumosos son en general ricos en fenoles [24]-[26]. Su contenido depende
de varios factores, incluyendo variedad de uva, condiciones de cultivo y vendimia, calidad del
vino base, levaduras utilizadas y tiempo de crianza sur lie [27]-[29]. En los vinos espumosos
elaborados con vinos base blancos se han encontrado fenoles totales en cantidades similares
al vino blanco: entre 130y 200 mg/L [12], [14], [24]. Los fenoles mas abundantes, al igual que
en el vino blanco, son los ésteres tartaricos del acido hidroxicinamico (no flavonoides),
especialmente los acidos t-caftarico, c-coutarico, t-coutarico y ferulico (figura 2-4). El tirosol,
un producto del metabolismo de la levadura, es otro de los fenoles presentes en mayores
concentraciones [12], [25], [26] (figura 2-5). Del grupo de los flavonoides, la catequina y la

epicatequina son los mas abundantes [6], [8] (figura 2-5).

Como en el caso del vino tinto y el vino blanco, la actividad antioxidante de los vinos
espumosos se ha asociado principalmente con su contenido en compuestos fendlicos. No hay
consenso de si la actividad antioxidante de los vinos estd ligada a la concentracion de
polifenoles totales o de ciertos fenoles individuales [14]. Satué-Garcia [12] correlaciond la
actividad de los vinos espumosos cava con su contenido en compuestos fendlicos totales pero

también con el contenido en acido cafeico, acido coumarico, acido protocatéquico vy
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guercetina-3-glucurénido. Dichos autores concluyen ademas que los vinos espumosos cava
testados a la misma concentracién de fenoles totales que los vinos tintos tienen valores

similares de capacidad antioxidante.

o] OH
oH ©
B o]
OH © .~ oH OH OH NH,
OH § ©
A OH NH HN
HO
o]
OH ) ’ o S OH
Acido caftarico
‘. . O, OHO OH
Acido cafeico v
HO O

Acido 25-glutanoilcaftarico (GRP)

HZ!C\O - OH
OH (o]
Acido feruli o
cido ferulico OH
HsC O (@]
@]
CH HO (@]
° Ho" ©
HO
Acido fertarico Acido coutarico

Acido coumarico

Figura 2-4. Acidos hidroxindmicos y sus derivados (hidroxicinamatos) mds habituales en vinos
espumosos.

Jorddo [14] investigd los contenidos de las diferentes fracciones de proantocianidinas
(polimeros de catequina y epicatequina y sus ésteres de acido gdlico) y la actividad
antioxidante de vinos espumosos portugueses (Denominacion de Origen Bairrada) blancos y
tintos. La capacidad antioxidante se correlaciond con todas las fracciones de
proantocianidinas y con los polifenoles totales, obteniéndose correlaciones mas altas para

los vinos espumosos tintos.

Algunos autores creen que la capacidad antioxidante no depende exclusivamente del
contenido en compuestos fendlicos totales; hay indicios de que algunos polifenoles cuando
se unen con carbohidratos disminuyen su capacidad antioxidante [11], [30]. Stefenon [11]

obtuvo valores de capacidad antioxidante para vinos espumosos Charmat brut superiores a
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Charmat semiseco y altas correlaciones negativas entre las concentraciones de algunos

polifenoles glicosilados y la actividad antioxidante.

Los fenoles a lo largo de la rima parecen tener un comportamiento variable [25], [26],
[31]. Hasta la fecha, el Unico estudio que ha analizado la actividad antioxidante y los fenoles
totales e individuales durante el periodo sur lie es el de Stefenon [10]. En sus resultados se
muestra que la actividad antioxidante disminuye con el tiempo de envejecimiento,
relaciondandose con la disminucion de polifenoles totales y flavonoides. La influencia del
envejecimiento sur lie es mayor para los vinos elaborados por el método tradicional que para
los espumosos Charmat, ya que la diminucién con el tiempo fue mucho mas acusada para los

primeros.

Ho""

Catequina Epicatequina

OH
HO e} HO o}
HO f OH f OH
OH OH OH

Tirosol Acido galico Acido protocatéquico

Figura 2-5. Otros fenoles habituales en vinos espumosos.

2.1.2.3 Actividad antioxidante relacionada con otros compuestos

A parte de los polifenoles, otras sustancias pueden actuar como antioxidantes en los
vinos espumosos. Algunas de ellas estan naturalmente presentes en la uva, otras provienen

de la fermentacién y envejecimiento en levaduras y otras son afiadidas intencionadamente
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como aditivos. El estudio de su actividad antioxidante estd mas ligado a su funcion

conservadora y tecnoldgica en el vino que a sus propiedades saludables.

El diéxido de azufre o sulfito se ha utilizado tradicionalmente para evitar el dafio por
oxidacion de los vinos. En el caso de los vinos espumosos, el diéxido de azufre se anade en
varias etapas de la vinificacién: al mosto, al vino base y al licor de expedicién. Segun la
legislacién europea, no debe superar en el vino espumoso comercial la concentracion de 235
mg/L [32], y para el caso del cava, regulado por el Reglamento de la Denominacion “Cava” y
de su Consejo Regulador, la concentracion maxima sera de 160 mg/L. También la levadura S.
cerevisiae puede sintetizar sulfito a partir de sulfato durante la fermentacién alcohdlica,
normalmente en pequefias cantidades (10-30 mg/L), aunque en algunos casos el sulfito

proveniente de la levadura puede llegar a 100 mg/L [3].

Los sulfitos en los vinos estan presentes en estado libre y en estado combinado. En
estado libre pueden estar como gas (SO2), acido (H2S0s) bisulfito (HSOs) y sulfito (SO3%), y en
estado combinado pueden formar parte de combinaciones inestables con polifenoles,
azUcares o acidos (éstas son reversibles y constituyen la reserva de sulfito libre cuando
decaen sus valores), o de combinaciones estables con el acetaldehido, acido pirdvico y acido
2-cetoglutarico. Las dos formas, libre y combinada, estan en equilibrio, sobre el cual influye
el pH y la temperatura; a mayor pH y temperatura mayor proporcién de didxido de azufre
libre. La suma del didxido de azufre libre y del combinado representa el didxido de azufre

total y las Unicas formas con actividad antioxidante son el didxido de azufre gas y bisulfito.

El sulfito juega un papel importante como protector frente a la oxidaciéon previniendo
el pardeamiento del mosto mediante inactivaciéon de enzimas [33], e inhibiendo reacciones
de Maillard en el vino [27], [28]. Como antioxidante, actla en presencia de metales
reduciendo las quinonas formadas durante el proceso de oxidacién a su forma fendlica, y
reaccionando con perdxido de hidrégeno [36]. Aunque se ha pensado durante mucho tiempo
gue el didéxido de azufre reaccionaba directamente con oxigeno y de esta manera protegia a
los constituyentes del vino de la oxidacién [34], [35], se ha comprobado que el ratio de

reaccion es bajo y que probablemente no se dé en gran medida en el vino [36], [37].
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El 4cido ascoérbico es otro compuesto que se afiade en algunas ocasiones a los vinos
espumosos para protegerlos de la oxidacién y asi poder reducir el diéxido de azufre, cuyo uso
presenta algunos inconvenientes para la salud y defectos aromdticos en el vino a dosis
elevadas. Su utilizaciéon también esta regulada por la legislacion europea, estableciéndose un
limite aplicable de uso de 250 mg/L [38]. Una pequefia cantidad de acido ascdrbico puede
provenir del mosto, pero también la levadura puede sintetizar un estereoisémero durante la
fermentacion, el acido D-eritroascdrbico, con propiedades antioxidantes similares al acido L-

ascorbico [39].

El beneficio principal del acido ascorbico es su capacidad para reaccionar con el
oxigeno molecular antes de que éste reaccione y oxide los compuestos fendlicos [40].
Ademas, puede reducir los productos de oxidacién de los polifenoles (orto-quinonas) a su
estado original fendlico [41], aunque se ha comprobado en estudios electroquimicos que
este modo de accidn es minimo [42]. La oxidacién del acido ascorbico genera dacido
dehidroascérbico y perdxido de hidrégeno. El dcido dehidroascérbico es un compuesto
inestable que puede degradarse en una variedad de productos, entre los cuales destaca la
xilosona, compuesto que en presencia de flavanoles como la catequina puede generar
polimeros precursores de pardeamiento [43], [44]. El perdxido de hidrégeno puede oxidar
otros sustratos del vino, especialmente polifenoles, por lo que es necesario su uso combinado

con didxido de azufre para que éste reaccione con el peréxido de hidrogeno formado.

Existen varios productos enoldgicos derivados de levaduras que se han venido
utilizando recientemente en la produccién de vinos blancos y espumosos para mejorar su
capacidad antioxidante y prevenir el pardeamiento. En general este tipo de preparaciones
son ricas en glutatidn, un tripéptido intracelular antioxidante de origen no proteico (L-y-
glutamil-L-cisteinil glicina), presente naturalmente en uvas y mostos. En vinos, la
concentracion de glutatiéon puede ser muy variable, desde valores no detectables hasta

concentraciones superiores a 70 mg/L [45]-[48].

La utilizacion de glutatiéon puro durante la vinificacion no estd permitida por la

legislacién actual, pero si existen varias publicaciones cientificas que han investigado los
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efectos de su adicion en vinos antes del embotellado. En algunos casos, el glutatiéon demostré
reducir significativamente el pardeamiento durante el envejecimiento y proteger algunos
aromas frente de la oxidacién [49], [50], sin embargo, en otros casos no limité el

pardeamiento [51], [52], o incluso lo aumentd [53].

El glutation puede ser suplementado en el vino mediante el uso de derivados de
levadura, cuyo uso esta aprobado por la legislacién actual (Reglamento CEE N2 643/2006 de
la Comisidn). Aplicados en vinos blancos, los derivados de levadura protegen eficazmente del
pardeamiento durante periodos de almacenamiento de ocho meses [53]. Rodriguez-Nogales
[13] evalué la actividad antioxidante in vitro de vinos espumosos elaborados con diferentes
derivados enoldgicos de levadura: B-glucanasas, autolisado de levaduras, paredes de
levaduras y manoproteinas. En todos los casos, los vinos producidos con derivados enolégicos
mostraron valores de actividad antioxidante significativamente superiores a los del vino
control, siendo los valores mas altos los correspondientes a los espumosos elaborados con
manoproteinas. Se encontraron altas correlaciones entre la actividad antioxidante y el
contenido en proteinas y carbohidratos. Estos resultados indican que las preparaciones de
levadura pueden ser excelentes coadyuvantes para la produccidn de vinos espumosos de alto

valor anadido.

2.2 LEVADURASY LIAS

La fermentacion alcohdlica, la etapa crucial en la elaboracién de cualquier vino, se ha
llevado a cabo durante milenios por levaduras. Aunque en ella pueden estar envueltas varias
especies e incluso géneros, el principal papel lo juegan las especies del género Saccharomyces
[35]. Larazon de ello es su eficacia en metabolizar medios con alta concentracidon de azucares
y bajo contenido en compuestos nitrogenados. En vinos espumosos es habitual el uso de las

especies S. cerevisiae var. ellipsoideus y S. bayanus [54].
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2.2.1 Citologia de Saccharomyces cerevisiae

Las levaduras Saccharomyces cerevisiae son microorganismos eucariotas unicelulares,
de los cuales se han descrito en la actualidad alrededor de 1500 especies [55]. Las células de
Saccharomyces cerevisiae tienen generalmente una forma elipsoide con un diametro mayor
entre 5y 10 um y uno menor entre 1-3 y 1-7 um. La compartimentalizacién subcelular de esta
eucariota se presenta esquemdticamente en la figura 2-6. Los componentes
macromoleculares de la levadura comprenden proteinas, glucoproteinas, polisacdridos,

polifosfatos, lipidos y acidos nucleicos [56].
2.2.1.1 Citoplasma y membrana

El citoplasma de la levadura es un fluido coloidal y acido (pH 5,25) que principalmente
contiene iones, compuestos orgdnicos de bajo y medio peso molecular y macromoléculas
solubles (enzimas, factores, glucdgeno, etc.). Como todas las células eucariotas, el citoplasma
estd organizado por un citoesqueleto interno constituido por proteinas que polimerizan en
estructuras filamentosas. Se han encontrado tres tipos diferentes de filamentos:
microfilamentos, microtibulos y filamentos intermedios. Los microfilamentos son largos y
flexibles polimeros de una unica proteina, la actina, con didmetros entre 5y 7 nm, situados
como “parches” en la periferia celular y como cables a lo largo de la célula. Los microtubulos
son polimeros de tubulina de 25 nm de didmetro, que se extienden desde el exterior al
interior del nucleo celular ya que intervienen en el movimiento de éste durante el ciclo celular.
Finalmente, los filamentos intermedios son proteinas fibrosas de doble bucle de diversa

longitud y de 10 nm de diametro [57].

El citoplasma celular estd protegido por la envuelta celular, la cual esta constituida
por (de dentro hacia fuera): la membrana plasmatica, el espacio periplasmatico y la pared
celular. En S. cerevisiae, |la envuelta celular representa el 15 % del volumen total de la célula

y controla sus propiedades osméticas y de permeabilidad [58].
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La membrana plasmatica es un organulo altamente selectivo, formado principalmente
por lipidos y proteinas (40 y 50 % respectivamente). Tiene un grosor aproximado de 7,5 nm,
con algunas invaginaciones en el citosol. Como otras membranas, es una bicapa lipidica con
proteinas insertadas o atravesando la bicapa como proteinas transmembrana con varias
funciones. La composicion lipidica comprende mayoritariamente fosfatidilcolina y
fosfatidiletanolamina, con menor proporcién de fosfatidilinositol, fosfatidilserina o
fosfatidilglicerol. Los dcidos grasos son de composicién variable, entre 14 y 24 dtomos de
carbono destacando los Ci6y Cis que pueden ser insaturados o bien presentar una o dos
saturaciones. En cuanto a los esteroles, destaca el ergosterol, y en menor medida, el

dehidroergosterol y zimosterol [56].

Las proteinas son muy variadas y modifican su composicién relativa en respuesta a las
necesidades de la célula. Entre las funciones de la membrana destaca el control de
intercambios entre el medio interno y externo. La sintesis de glucanos y quitina se lleva a
cabo en la membrana donde se encuentran enzimas como la quitina sintasa y la B-1,3
glucanasa. Finalmente, hay proteinas de la membrana que actian como receptores,

participando en la comunicacién de la célula con su entorno.

El espacio periplasmico es una region delgada (35-45 A), externa a la membrana
plasmatica y asociada a la pared celular. Principalmente contiene enzimas extracelulares
segregadas (manoproteinas) que son incapaces de permear la pared celular, y ejercen
funciones esenciales hidrolizando sustancias que no atraviesan la membrana plasmatica. Tal
es el caso de la B-frutofuronidasa (invertasa) y la fosfatasa acida, las cuales tienen un largo

componente de manano similar en estructura a los mananos de la pared celular [59].
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2.2.1.2 Pared celular. Composicion y organizacion molecular

La pared celular de S. cerevisiae es una estructura rigida que envuelve a la célula y que
representa aproximadamente el 30 % de su peso seco (figura 2-6). Entre sus funciones
principales estan la estabilizacidn de las condiciones osmoticas internas, la proteccién frente
a estrés fisico, el mantenimiento de la forma celular, y permitir interacciones de tipo
molecular tales como la unién sexual, la floculacién y el factor killer [61]. Tiene la capacidad
de modificar su estructura y composicidn para responder a las necesidades del organismo y

a factores de tipo ambiental [62].

Estd compuesta bdsicamente por polisacdridos (alrededor del 85 %) y proteinas
(aproximadamente el 15 %) [63]. Andlisis bioquimicos exhaustivos han indicado que los
residuos de glucosa, N-acetilglucosamina y manosa representan el 80-90 %, 1-2 % y 10-20 %
del total de polisacaridos, respectivamente. Estos residuos, junto a las proteinas, se organizan
en los tres tipos principales de componentes de la pared: B-glucanos, manoproteinas y quitina.
La parte interna de la pared de la célula estda compuesta por cadenas de B-glucanos unidos
entre si por puentes de hidrégeno, donde se entrecruzan las manoproteinas, formando la
capa mas externa. La quitina, que representa porcentualmente una parte minoritaria,

guedaria entre las fibras de glucano.

Los B-glucanos son polimeros de glucosa unidos por enlaces B-1,3 y B-1,6, que
representan entre el 40 y 60 % del peso seco de la pared (tabla 2-3). Se pueden dividir en tres

categorias segln su composicién y estructura [35]:

Glucano B-1,3 de tipo fibroso. Es altamente insoluble en agua, acido acético y medio
basico. Se encuentra poco ramificado, y cuando se presentan ramificaciones, se producen por
enlaces B-1,6. En el microscopio electrdnico se observa una estructura altamente fibrosa.
Presenta conexiones con la quitina en sus extremos no reductores, con enlaces de tipo 3-1,4,
responsables de su estabilidad y de su insolubilidad en medio basico. Esta estructura sirve de

esqueleto y asegura rigidez a la pared, ayudando a mantener su forma.
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Glucano B-1,3 de tipo amorfo. También es insoluble en agua, pero puede solubilizarse
en medio alcalino. Al igual que el fibroso, estd poco ramificado y en el microscopio presenta
un aspecto amorfo. Entre sus funciones estaria servir de reserva extraprotoplasmatica, dar
estabilidad a la célula y servir de sitio de anclaje a las manoproteinas. Ambos glucanos B-1,3

son cadenas largas con un grado de polimerizacién de 1500 unidades de glucosa/cadena.

Glucano B-1,6. De aspecto amorfo, es soluble en agua, esta densamente ramificado y
es mas pequefio que los anteriores (150 unidades de glucosa/cadena). Estabiliza y conecta
entre si los elementos de la pared, formando uniones covalentes con el glucano B-1,3, quitina
y con manoproteinas. Se obtiene a partir del glucano insoluble en medio basico, por

extraccion con acido acético.

Las manoproteinas, también llamadas Proteinas de la Pared Celular (CWPs),
constituyen entre el 30 — 50 % del peso seco de la pared celular (tabla 2-3). Colectivamente
forman los mananos de levadura, la capa fibrosa mds externa de la célula y que aparece mas
densa bajo el microscopio electrénico [64]. Se tratan de proteinas de diversas medidas (pesos

moleculares entre 20 — 450 kDa), con un variado grado de glicosilacién con manosa.

Las cadenas de manosa se pueden unir a las proteinas mediante enlace N-glucosidico
y/o O-glucosidico. El enlace de tipo N-glucosidico se forma entre un dimero de N-
acetilglucosamina unido a un oligosacarido y un residuo de asparragina de la proteina,
mientras que en el caso del enlace O-glucosidico son los grupos hidroxilo de los residuos de
serina o treonina los que se unen a cadenas cortas de manosa [65]. Las cadenas polisacdaridas
de las proteinas N-glucosiladas son mas largas y forman una estructura altamente ramificada
gue, junto con la presencia de puentes disulfuro entre las proteinas, son las responsables en
parte de que la capa externa de mananos sea menos permeable a macromoléculas que la
capa interna de glucanos [66]. Las cadenas unidas por enlace O-glucosidico, las cuales no son
ramificadas y contienen la mayoria entre 4 o 5 residuos de manosa, son cortas en
comparacion con las N-glucosiladas. Sin embargo, el nimero de cadenas unidas por enlaces
O-glucosidicos por proteina puede ser grande, por lo que la o-manosilacion de las proteinas

en S. cerevisiae es bastante significativa [67].
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En Saccharomyces cerevisiae, al igual que en otras especies, la porcion glucosidica de
las manoproteinas no estd compuesta exclusivamente por manosa y N-acetilglucosamina,
sino también por oligosacaridos acidos que contienen manosilfosfato, situados a final de las
cadenas o uniendo dos manosas mediante un puente fosfodiéster (figura 2-7). Estos residuos
confieren una carga negativa neta a la pared celular, cambiando las propiedades y el medio

ambiente de la superficie celular [68].

Las manoproteinas pueden unirse de varias formas a los constituyentes de la pared.
Aungque existen proteinas asociadas débilmente a la pared mediante enlaces no covalentes o
través de puentes disulfuro con otros componentes, las principales se unen covalentemente

estableciéndose dos tipos de proteinas segun esta unién [62]:

Proteinas de la pared GPIl-dependientes. Se anclan mediante un remanente de
glicosil-fosfatidil inositol (GPI) unido covalentemente al extremo carboxilo de la proteina. La
estructura basica de este remanente esta formada por etanolamina, fosfato y un tetramero
de manosa, aunque puede ser sustituido con etanolamina y grupos fosfato adicionales
(estructura 5 del apartado B de la figura 2-7) [69]. Las proteinas de la pared GPI-dependientes
pueden estar unidas indirectamente a B-1,3 glucanos o a la quitina mediante un residuo B-
1,6 glucano y el remanente GPI. En el genoma de S. cerevisiae entre 60 — 70 proteinas GPI
han sido identificadas. Sobre 40 se destinan a la membrana plasmatica, mientras que el resto
forman parte de la pared. A menudo contienen regiones repetidas ricas en serina y treonina,

por lo que forman enlaces o-glucosidicos con las cadenas de manosa.

Las proteinas GPl pueden agruparse en diferentes clases teniendo en cuenta sus
funciones. Muchas de ellas tienen una funcidn estructural, interaccionando con glucanos y
otros componentes y colaborando en la resistencia de la pared, mientras que otras pueden
actuar de enzimas, como glucanasas, fosfolipasas o proteasas. Varias proteinas GPI contienen
un dominio, que se expone en la superficie celular y que media en la adhesidn celular o la
formacidn del biofilm. En esta ultima categoria se encuentran las floculinas y aglutininas

sexuales [70]. Las proteinas GPI pueden aislarse de las paredes especificamente mediante
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rotura del enlace fosfodiéster del remanente de GPI con fluoruro de hidrégeno-piridina o

fosfodiesterasa [61].

Proteinas sensibles a medio alcalino. Estan unidas directamente a B-1,3 glucanos a
través de un enlace sensible a dlcali. Dentro de este tipo de proteinas de pared se incluye la
familia de las proteinas-pir (proteinas con repeticiones internas) [71]. En S. cerevisiae se han
encontrado cuatro clases principales de proteinas pir, organizadas de manera similar, con un
péptido sefial N-terminal seguido de una regién con 11 repeticiones ricas en serinay treonina,
y un carboxilo terminal altamente conservado con cuatro residuos de cisteina. Mientras que
las proteinas GPI-dependientes se encuentran en la zona mas exterior de la pared, las
proteinas-pir parecen estar distribuidas a través del esqueleto de f-1,3 glucanos,
interconectando cadenas y contribuyendo a su rigidez [72]. Las proteinas-pir estan enlazadas
de forma multiple con las cadenas de B-1,3 glucanos mediante un enlace éster entre un
residuo de glutamina desaminada de la proteina y un grupo hidroxilo glucosidico (marcado
como “X” en apartado Ay estructura 4 del apartado B de la figura 2-7) [73]. Algunas proteinas
GPI también tienen la estructura repetida pir, uniéndose a los B-1,3 glucanos mediante este

tipo de enlace éster y contribuyendo a dar estabilidad estructural [61].

A parte de las proteinas-pir, hay otro grupo de proteinas que también se extraen en
medio basico suave. Estas proteinas carecen de las repeticiones internas caracteristicas de

las proteinas-pir. No se conoce el tipo de enlace que establecen con los glucanos [71].

La quitina es un componente minoritario de la pared (tabla 2-3). Consiste en polimeros
lineales de N-acetilglucosamina unidos por enlaces de tipo B-1,4, que se concentra sobre todo
en las cicatrices de gemacioén y en el septum durante la reproduccion. En la pared celular,
entre el 40 y 50 % de las cadenas de quitina estan conectadas con los extremos no reductores
de B-1,3 glucanos via enlace B-1,4 con el extremo reductor de la cadena de quitina [74]. La

estructura cristalina de la quitina confiere resistencia a la pared celular [65].
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Macromolécula % en masa de pared celular Grado de polimerizacién medio (kDa)

Manoproteinas 30-50 Altamente variable

B-1,6 glucanos 5-10 150

B-1,3 glucanos 30-45 1500
Quitina 1,5-6 120

Tabla 2-3. Macromoléculas de la pared celular de S. cerevisiae [61]. Los componentes de la
pared se presentan en el orden en que se encuentran en la pared celular, desde el exterior al interior.
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Figura 2-7. Representacion de la superficie celular y sus componentes [75]. Disposicion general
de la superficie (A) y estructuras y enlaces bdsicos de glucanos y manoproteinas (B). Enlaces disulfuro
(S); enlaces éster entre proteina y 6-1,3 glucano (X).
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2.2.2 Autolisis y envejecimiento sur lie

La composicidon quimica de las levaduras cambia durante el envejecimiento de los
vinos espumosos, etapa en la que tiene lugar el proceso de autdlisis. El término “autolisis”
literalmente significa “autodestruccién”; supone la destruccién de los componentes celulares
por los propios enzimas y estd asociada a la muerte celular. En el proceso de autdlisis, el

medio vino se enriquece en compuestos provenientes de la célula.
2.2.2.1 Mecanismos de la autolisis

La autolisis es un término usado para describir las reacciones que ocurren en las
levaduras no viables (células que han perdido su capacidad de multiplicarse) presentes en las
lias. Se trata de un proceso lento e irreversible donde se hidrolizan los biopolimeros
intracelulares por las endohidrolasas de la célula, formandose compuestos de bajo peso
molecular [76]. La autolisis generalmente comienza al final de la fase de crecimiento
estacionaria y normalmente estd asociada a la muerte celular. Babayan [76] dividid el

mecanismo de la autolisis en cuatro pasos:

1. En primer lugar, se degradan las endoestructuras celulares, liberandose proteasas de

las vacuolas en el citoplasma.

2. En segundo, las proteasas liberadas son inicialmente inhibidas por inhibidores

especificos celulares, pero se activan después cuando se degradan estos inhibidores.

3. Después se hidrolizan los polimeros intracelulares, acumulandose los productos de

esta hidrdlisis en el espacio interno de la pared.

4. Finalmente, los productos de la hidrélisis son cedidos al medio cuando sus masas
moleculares son suficientemente pequefias para atravesar los poros de la pared

celular.

Aunque este mecanismo es valido para la mayoria de los procesos de autolisis, la
autolisis natural es diferente de la autolisis inducida. La autolisis inducida se usa ampliamente

en aplicaciones industriales para la produccién de extracto de levaduras, enzimas, medios de
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cultivo, etc. La autolisis en procesos industriales se induce mediante tratamientos fisicos
(aumento de temperatura, congelado y descongelado alternativo y presién osmdtica),
guimicos (pH, detergentes, antibidticos), o bioldgicos (aireacién y eliminacion de nutrientes).
El proceso autolitico industrial puede ser muy rapido, entre 48 y 72 horas, dependiendo del
tratamiento. La autolisis natural, sin embargo, lleva mucho mas tiempo. Esto es
especialmente cierto en el caso de los vinos, en los cuales las condiciones de autolisis (pH
entre 3y 4, 15 2Cy la presencia de etanol), estan lejos de las condiciones dptimas (45 2C a pH

5).

CAMBIOS BIOQUIMICOS DURANTE LA AUTOLISIS

La autolisis en la produccidn de los vinos espumosos generalmente comienza entre el
segundo y el cuarto mes después de la finalizacion de la segunda fermentacion [77], [78]. Las
proteasas son las primeras enzimas en actuar al comienzo de la autolisis y también las mas
estudiadas. Los estudios de Luton [79] sugirieron la proteasa A (Saccharopepsin P07267)
como principal enzima implicada en la protedlisis durante la autolisis en vinos modelo, siendo
responsable del 80 % del nitrégeno cedido, a pesar de la gran cantidad de enzimas
proteoliticos presentes en la levadura. Posteriormente, Alexandre [80] demostrd que en vino
la actividad de la proteasa A aumentaba 6 veces después del agotamiento de azucares, pero
disminuia al comienzo de la autolisis, no teniendo la actividad proteasa preponderante. Al pH
del vino, la proteasa A activa otras proteasas, como la carboxipeptidasa, que sélo se ha
detectado al comienzo del envejecimiento bioldgico en lias [81]. Probablemente, a parte de
la proteasa A, otras proteasas acidas que no se vean inhibidas por las condiciones de
elaboracién de los vinos también estén involucradas. En vinos espumosos, la actividad
proteolitica es baja durante la fermentacidon y en los meses siguientes, mientras que, una vez
superado este periodo (unos 9 meses), la actividad se incrementa drasticamente

dependiendo de la cepa de levadura [82], [83].

Las glucanasas también actlan durante la autolisis degradando la pared celular. Las
B-glucanasas clasificadas en endo- y exoglucanasas, hidrolizan los enlaces B-O-glucosidicos

de las cadenas de B-glucanos cediendo al vino glucosa, oligosacaridos y manoproteinas.
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Stefenon [10] evalué la actividad enzimatica de B-glucosidasa durante el envejecimiento sur
lie de vinos espumosos, observando que ésta no cambiaba. No hay disponible mas
informacién ni de la cinética ni de la actividad de las B-glucanasas durante el proceso de
autolisis en vino o de los pardmetros enoldgicos que la afectan; la accidn de estos enzimas se

ha deducido de los compuestos cedidos al medio [84].

A parte de proteinas y glucanos, del mismo modo durante la autolisis se degradan
acidos nucleicos. El resultado de su hidrdlisis son los mononucleétidos fosfato,
oligonucleédtidos, nucledsidos y bases, entre otros. Los estudios que han medido la
degradacidn de los acidos nucleicos en la levadura durante la autolisis se han realizado tanto
en medios de cultivo [85], [86], como en condiciones enoldgicas [83]. En los estudios en
medios de cultivo se encontré que el ADN era sélo parcialmente degradado, con unas
disminuciones entre 35y 55 %, mientras que el ARN lo era de manera mucho mas extensa,
con disminuciones superiores al 95 %. Tanto las enzimas involucradas en la degradacion de
los acidos nucleicos como los productos de esta degradacion, se vieron afectados por la
temperatura y el pH. En condiciones enoldgicas, concretamente durante el envejecimiento
de champagne, se han observado disminuciones mucho menores de los acidos nucleicos,
alrededor del 16 % del contenido, situandose estas diminuciones predominantemente

durante los primeros 5 meses [83].

Los lipidos son el ultimo tipo de compuestos celulares que también se degradan
durante la autolisis. Piton [87] analizd los cambios en la fraccién lipidica de levaduras con
diferentes tiempos de envejecimiento en Champagne: en el momento del tiraje, a las 6
semanas y a los 19 anos. En general, durante el envejecimiento se observé una disminucion
drdstica en lipidos polares y una acumulacién de lipidos neutros. Después de seis semanas de
envejecimiento, los lipidos polares y los acidos grasos libres disminuyeron en gran medida,
mientras que los acilglicerolipidos (triacilgliceroles, diacilgliceroles y monoacilgliceroles) se
incrementaron. Después de 19 ainos, se vio otra disminucién de lipidos polares con una
simultanea acumulacién de dacidos grasos libres y una conversién de diacilgliceroles y

monoacilgliceroles en triacilgliceroles, que se acumulan en grandes vesiculas en el interior
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celular. El contenido en lipidos polares, principalmente localizados en las membranas
celulares, fue 6 veces inferior al encontrado en las células en el momento del tiraje. Teniendo
en cuenta que la membrana citoplasmatica permanecié inalterada, esta disminucién

probablemente estuviese relacionada con la destruccion de membranas de organulos.

CAMBIOS MORFOLOGICOS

Los cambios morfoldgicos generales que acontecen en la levadura durante la autolisis
son una disminucion del tamafio, una degradacion de la pared celular y una pérdida de
contenido citoplasmatico [87]—[89]. Estos procesos van acompaiiados con una consiguiente

disminucion del peso seco de la célula [81].

Los estudios de los cambios morfoldgicos de las levaduras durante la autolisis se han
realizado tanto en medios artificiales, mediante autolisis inducida [76], [90], como en
condiciones enoldgicas reales [87], [89]. La comparacién de ambos tipos de estudios es dificil
debido a las grandes diferencias entre las condiciones culturales y las de elaboracidn de vinos
espumosos. A fin de correlacionar los periodos de incubaciéon en medio artificial con los
tiempos de envejecimiento sur lie, en el estudio de Martinez-Rodriguez [88] se compararon
células de levadura en autolisis inducida en vino modelo y en autolisis real después de 12
meses de envejecimiento en vino espumoso. Utilizando microscopia de rastreo y criofractura,
se pudo observar que las levaduras envejecidas en condiciones enoldgicas conservaban
mayor contenido citoplasmatico que las levaduras envejecidas por autolisis inducida. En la
superficie celular de ambos tipos de levaduras autolisadas se observaron arrugas y surcos,
aunque mayores en el caso de las levaduras envejecidas en condiciones reales (figura 2-8).
Con sus resultados se constaté que los medios sintéticos dificilmente pueden igualar el ritmo

de autolisis real, que ocurre a una velocidad mucho mas baja.

La informacion mas detallada que se tiene sobre la ultraestructura de las levaduras
durante el envejecimiento sur lie de vinos espumosos es la proporcionada por los estudios de

Piton [87] y los de Tudela [89]. En el estudio llevado a cabo por Piton [87] se analizaron los
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cambios que se producen en levaduras de Champagne mediante el uso de microscopia de

transmision.

Una vez se pudo considerar que ya no existian células viables (después de 6 semanas
de la inoculacién), las vesiculas con lipidos aumentaron de tamafio, los organulos
endomembranosos (reticulo endoplasmatico) se redujeron y no se observaron mitocondrias.
A partir del tercer mes, todas las células estaban plasmolizadas y la membrana se encontraba
claramente separada de la pared. Antes de los 6 meses ya habia comenzado la transformacién
de las paredes de levadura mediante la desaparicién de la capa interna. Entre los 8 y los 11
anos, los mananos de la capa externa también fueron atacados. La degradacién continué muy
lentamente hasta los 15 afos, donde todavia se mantenia la estructura, pero altamente
degradada. En el citoplasma, la doble membrana plasmatica y las grandes vesiculas lipidicas

son las Unicas estructuras que permanecieron después de 15 afios.

(b)

Figura 2-8. Imdgenes de microscopia electronica de baja temperatura de las células de
levadura que han estado en envejecimiento sur lie durante 12 meses [88]. (a) Ultraestructura
superficial. (b) Imdgenes de levaduras fracturadas.

En el trabajo de Tudela [89] se estudiaron los cambios ultraestructurales y la
degradacidn celular de levaduras envejecidas en tres series de vinos espumosos durante 4
anos mediante microscopia de transmision electrdnica. Después de 1 mes de fermentacion

en botella, las levaduras alcanzaron la fase estacionaria. Seguian siendo similares en
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apariencia a las del cultivo inicial, aunque se observaron por primera vez evidencias de
autofagia en las vesiculas celulares. A los 9 meses en envejecimiento, la mayoria de las células
ya estaban plasmolizadas, con la membrana plasmatica separada de la pared. La técnica de
enfriamiento a alta presién utilizada permitié observar que la capa interna de la pared celular
consistia a su vez en dos capas: una capa fibrosa interior y otra capa amorfa situada en la
zona intermedia de la pared (figura 2-9). Después de 18 meses de envejecimiento, la capa
fibrosa aparecié mas difusa y la zona intermedia degradada, diferencidndose mucho menos
entre si. A partir de los 30 meses, las paredes consistian en una estructura enmarafiada de
fibras. También en este estudio las paredes de levadura mantuvieron su integridad durante

los 4 afios de envejecimiento de los vinos.

La evolucién de las paredes celulares fue globalmente mas homogénea que los
cambios en el contenido citoplasmatico de las células con el mismo tiempo de envejecimiento,
por lo que fue mas dificil establecer una secuencia temporal en este caso. Después de 9 meses
de envejecimiento, podian observarse profundas invaginaciones y algunas roturas en la
membrana plasmatica, aunque su ultraestructura se conservé a lo largo de los 4 afios. Como
en estudios anteriores, la autolisis se acompand de grandes pérdidas y extensiva
desorganizacién del citoplasma, encontrandose fragmentos de doble capa lipidica de
membranas de organulos en el citoplasma (figura 2-10). La degradacion del contenido interno
de la célula fue un proceso que se extendié durante todo el envejecimiento, estando todavia

incompleto después de 4 aiios, lo que coincidié con los resultados de Piton [87].
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Figura 2-9. Ampliaciones de secciones ultrafinas de paredes celulares de Saccharomyces
cerevisiae recolectadas a 1 mes (a), 9 meses (b), 13 meses (c), 18 meses (d), 30 meses (e), y 48 meses
(f) de envejecimiento. Cddigos: oCW= pared celular externa; iCW=pared celular interna; PS=espacio
periplasmdtico; FL=capa fibrosa; AM=matriz amorfa. Barras: 200 nm. [89].
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Figura 2-10. Secciones ultrafinas de Saccharomyces cerevisiae mostrando diferentes estadios
de autolisis después de 9 meses (a-d) y 48 meses (e-h). Células de la misma muestra muestran
diferentes grados de autolisis. Cddigos: CW= pared celular;, PS=espacio periplasmdtico;
CM=membrana citoplasmdtica; L=vesiculas lipidicas; R=ribosomas; N=ntcleo. Barras: (a) 200 nm, (b)
1 um, (c) 500 nm, (d) 200 nm, (e) 200 nm, (f) 1 um, (g) 1 um, (h) 100 nm [89].
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2.2.2.2 Productos de la autolisis cedidos al vino

Después de la caida en la viabilidad celular, la autolisis de las levaduras implica que se
cedan al medio vino productos de degradacidn provenientes de la célula. Estos compuestos
son esencialmente compuestos nitrogenados como aminodacidos, oligopéptidos y
polipéptidos, pero también polisacaridos, lipidos y acidos nucleicos. La cesidon de estos
compuestos contribuye a las caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas de los vinos
espumosos. Los productos de la autolisis pueden ser de dos tipos: 1) los primarios de la
autolisis, los cuales actuan directamente en el vino, y 2) los productos de reacciones

secundarias con otros componentes del vino.

SUSTANCIAS NITROGENADAS

Las sustancias nitrogenadas se consideran generalmente los productos mayores de la
autolisis. Los estudios de estas sustancias durante la autolisis muestran que se ceden primero
proteinas y péptidos, y que éstos son hidrolizados extracelularmente para dar aminoacidos
libres [91]—-[93]. Moreno-Arribas [93] estudid la evolucion de las diferentes fracciones
nitrogenadas durante el envejecimiento de un vino espumoso elaborado mediante el método
tradicional. Entre los 3 y los 9 meses después del tiraje, no se observaron diferencias en la

concentracion de aminodcidos libres. A partir de los 9 meses, su concentracién aumento.

El contenido en péptidos fluctia durante el envejecimiento, alcanzando un maximo
después de 12 a 15 meses de envejecimiento, para después disminuir. La cantidad de
péptidos cedidos durante la autolisis de la levadura es muy variable y depende de la variedad
y el tiempo de envejecimiento [93]. La naturaleza de los péptidos también cambia con el
tiempo de envejecimiento, disminuyendo su tamafio a lo largo de éste [91]. Se ha demostrado
qgue el origen de estos péptidos esta en la levadura, existiendo una mayor presencia los
aminodcidos treonina y serina en ellos, los cuales estan envueltos en las uniones glicosidicas

entre proteinas y mananos de la pared celular [62].

La evolucion del contenido en proteinas durante la autolisis parece depender de la

cepa de levadura. Leroy [83] compard dos cepas diferentes de levadura y encontrd que el
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contenido en proteinas permanecia estable durante los primeros 9 meses de envejecimiento
para una cepa, mientras que para otra el contenido en proteinas disminuia en gran medida
desde el final de la segunda fermentacion. Un estudio similar llevado a cabo por Nunez [94]
mostrd que los niveles de proteinas y polipéptidos se incrementaban durante los primeros
tres meses y después disminuian, lo que se atribuyd a la actividad proteasa. El contenido en
proteinas y péptidos se incrementd entonces de nuevo después de 6 meses. Por otra parte,
los resultados de Todd [78] mostraron que la concentracidon de proteinas era estable durante
90 dias después de la fermentacion secundaria, y se incrementaba ligeramente después,

entreel 8y el 13 %.

El enriqguecimiento en compuestos nitrogenados es importante para que los vinos
espumosos alcancen sus caracteristicas particulares. De esta manera, el enriquecimiento en
aminoacidos esta relacionado con el potencial aromatico, ya que algunos aminoacidos actuan
de precursores de compuestos volatiles [82]. En cuanto a los péptidos, tienen sabores dulces
y amargos, y sus propiedades sulfactantes se cree que pueden tener un papel importante en
los vinos espumosos. Por otra parte, la hidrofobicidad de ciertos péptidos puede influir en las

propiedades de la espuma [95].

POLISACARIDOS

Los polisacédridos cedidos debido a la accion de las glucanasas pero también de las
proteasas, son el otro grupo de compuestos mayoritarios de la autolisis. Estas
macromoléculas contienen principalmente glucosa (74 %) y manosa (26 %). Los mananos de
la pared celular son cedidos sin hidrélisis previa, mientras que los glucanos se hidrolizan en

cadenas cortas o mondémeros [81].

El analisis de la glucosa y de la manosa en vinos espumosos se puede utilizar para
estimar los glucanos y los mananos cedidos durante el envejecimiento [96]. De esta manera,
Martinez-Lapuente [97] encontrd que el contenido en manosa se incrementaba durante los 6
primeros meses de envejecimiento en botella, mientras que el contenido en glucosa se

incrementaba sélo entre el tercer y sexto mes. Este hecho puede ser debido a que las
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manoproteinas estan atrapadas o ligadas en la superficie del esqueleto de glucanos (véase
apartado 2.2.1.2), lo que implica que son cedidas en primer lugar. El contenido en glucanos y
mananos se mantienen constantes o decrecen gradualmente después de 6 meses de
envejecimiento, por lo que su contenido final en algunos casos es menor que en el vino base
correspondiente. Estos resultados contrastan con los obtenidos por Moreno-Arribas [97] y
Andrés-Lacueva [98], que observaron un aumento de polisacaridos acidos y neutros a partir
de los 15 meses de envejecimiento. Estas diferencias pueden ser debidas a fenédmenos de
precipitacion de los polisacaridos con otros componentes del vino, formandose coloides

inestables.

Las manoproteinas y los peptidomananos tienen un efecto significativo en las
cualidades sensoriales de los vinos espumosos, particularmente en el tamafio y persistencia
de las burbujas [77]. Ademas, se ha visto que la cesién de manoproteinas tiene un efecto

positivo en la estabilidad de los vinos.

Acipos NUCLEICOS

La hidrdlisis de los acidos nucleicos durante el envejecimiento en lias de los vinos
espumosos ha sido menos investigada que la hidrélisis de las proteinas. Uno de los intereses
de su estudio es que algunos nucledtidos actian como potenciadores del sabor, en concreto
los 5’-nucleétidos. Durante el envejecimiento del champagne, Leroy [83] reportd un
incremento muy importante en la concentracién total de acidos nucleicos, lo cual se
correlacionaba con la disminucion de los mismos en la levadura durante el primer afio de
envejecimiento [83]. Las medidas de los &acidos nucleicos se realizaron mediante
espectrofotometria, por lo que esos niveles totales deben de tomarse con precaucién ya que
los nucleétidos en el vino estan presentes como mezclas complejas con acidos organicos,
compuestos fendlicos, péptidos, etc. [99]. Posteriormente, Aussenac [100] desarrolld un
método para identificar y cuantificar inequivocamente mononucledtidos fosfato en vino
espumoso. Mediante ese método, Charpentier [101] analizé los nucledtidos y nucledsidos
cedidos durante el envejecimiento de champagne, observando que la concentracion maxima

de nucledtidos totales era muy baja, con un maximo de 3 mg/L en vinos envejecidos durante
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9 afios. En vinos jovenes el nucledtido mas importante fue el 5’-UMP, pero después de 2 afios

su concentracién disminuyd y aumentd lentamente la de 5’-GMP.

Recientemente, Tudela [102] ha reportado la evolucién de los catabolitos del ARN
durante el envejecimiento en lias de vinos espumosos cava. La uridina fue el nucledsido mas
abundante, y su contenido se incrementd con el envejecimiento. Las purinas parecen tener
un origen fermentativo, siendo la xantina el mdas abundante. Comparando vinos cava
envejecidos con lias y sin lias, se pudo comprobar que, en ausencia de lias, los catabolitos
permanecian inalterables, enfatizando el importante papel de las lias en el envejecimiento

de los vinos espumosos.

L/iPIDOS

Los lipidos son importantes componentes de los vinos espumosos porque constituyen
un gran reservorio de aromas y contribuyen a la estabilidad de la espuma. Durante la segunda
fermentacion y el envejecimiento en botella se incrementa el contenido lipidico [87], [103].
Se ha observado que durante la segunda fermentacién del champagne (5 semanas en botella),
la levadura cede triacilgliceroles al vino, los cuales se oxidan y degradan a diacilgliceroles, que
posteriormente se vuelven a degradar, al igual que los acidos grasos libres [103]. Los estudios
gue se han hecho sobre la evolucidn de los lipidos durante la autolisis han sido en vino modelo
y en condiciones aceleradoras [104]. Los niveles de triacilgliceroles, 1,3-diacilgliceroles, 2-
monoacilgliceroles, acidos grasos libres y esteroles se incrementaron después de 2 dias de
autolisis, para disminuir después, probablemente debido a la accidon de enzimas hidroliticos.
No se cedieron fosfolipidos al medio, lo cual estd en concordancia con resultados anteriores

[87], [90].

2.2.2.3 Derivados comerciales de levadura para incrementar los productos de la autolisis

Los productos cedidos durante el envejecimiento sur lie tienen un favorable efecto en
la estabilidad y la calidad de los vinos, pero es un proceso lento y caro. En los ultimos anos se
han desarrollado toda una serie de derivados comerciales de levadura que incrementan la

cantidad presente de estos productos durante el envejecimiento. Como los derivados de
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levadura habituales que se utilizan en la industria alimentaria no son apropiados para su
aplicacion en la elaboracidn de vinos, se ha tenido que desarrollar una tecnologia especifica
para su obtencién. Los derivados de levadura para enologia se obtienen de cepas de S.
cerevisiae enoldgicas mediante procesos autoliticos, plasmoliticos o hidroliticos, secdndose
posteriormente para dar las férmulas comerciales. Algunos de ellos se han formulado
especificamente para vinos espumosos. Estos productos se venden bajo diferentes nombres
(paredes de levadura, estabilizador tartarico, potenciador del aroma, etc.), y su composicién
no se conoce siempre, siendo a veces mezcla de diferentes productos [105]. Sin embargo,

pueden clasificarse en cuatro grupos [106]:

LEVADURAS INACTIVAS OBTENIDAS MEDIANTE INACTIVACION TERMICA

Se utilizan como reserva de nutrientes para las levaduras, para reducir la astringencia
mediante reaccidon con taninos, para mejorar el mouthfeel de los vinos, para estabilizar el
color de vinos tintos y para prevenir la oxidacién prematura de vinos blancos. Las levaduras

inactivas ceden esteroles y polisacaridos especificos de la pared.

AUTOLISADOS Y EXTRACTOS DE LEVADURA

Los autolisados se obtienen por inactivacién térmica y por un proceso de incubacion,
en el que los enzimas se ceden de las vacuolas para degradar el contenido intracelular. Los
extractos consisten en el extracto soluble después de la total degradacion del contenido
citoplasmatico. Los extractos y autolisados de levadura proporcionan nitrégeno, proteinas,
aminodcidos y polisacaridos, acelerando la maduracidn de vinos espumosos y mejorando la

calidad aromatica y la efervescencia [107].

MANOPROTEINAS DE LEVADURA

Se extraen mediante tratamiento térmico o por tratamiento enzimatico con B-1,3
glucanasa o B-1,6 glucanasa. Se han descrito las siguientes funciones para las manoproteinas:
reduccion de la astringencia y el amargor [108]; potenciadores del aroma [109]; inhibidores

de la cristalizacién de tartratos y estabilizadores de las proteinas del vino [110].
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PAREDES DE LEVADURA

Se trata del componente insoluble de la levadura formado por las paredes, sin el
contenido citoplasmatico. Constituye un potenciador de la calidad del vino similar a las
manoproteinas, que puede eliminar compuestos indeseables del vino y que contribuye a la

estabilidad tartdrica y coloidal.

2.2.3 Las lias como subproducto

Las lias del vino son definidas por el reglamento EEC n2 337/79 como “el residuo
formado en el fondo de los recipientes que contienen vino, después de la fermentacion,
durante el almacenamiento o después de tratamientos autorizados, asi como el residuo

obtenido después de la filtracidon o la centrifugacion de este producto”.

Pocos estudios han descrito la composicidn exacta de las levaduras el vino, que es muy
variable dada la diversidad de vinos con sus respectivas levaduras y su diferente evolucién
con el tiempo. En términos generales, las lias contienen como promedio un 25 % de residuo

seco, el cual se compone de [81]:

- 25a35 % sales de acido tartarico,
- 35a45 % microorganismos (predominantemente levaduras),

- 30a40 % de residuos organicos.

Existen varias publicaciones donde se analizan lias y otros subproductos vinicolas
desde un punto de vista agrondmico. Bustamante [111] realizd un estudio sobre la
composicién de lias provenientes de 12 bodegas diferentes repartidas por todo el territorio
espafiol. Las principales caracteristicas analiticas de las lias como residuo agrondmico fueron
unos valores de pH entre 3y 7, una conductividad eléctrica entre 4 y 13,8 dS/m, una cantidad
de materia organica entre 60 y 90 % (peso seco), y una cantidad de nitrégeno total entre 1,7
y 6 % (en peso seco). En comparacién con otros residuos vitivinicolas, Bustamante también

encontrd en lias altos valores de fésforo, cobre y potasio [111].
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La composicion de las lias depende enormemente de si son de vino tinto o de vino
blanco. En la figura 2-11 puede verse un esquema de ambos tipos de vinificacién y de los
subproductos que se obtienen. La diferencia mas importante reside en que en la vinificacién
en tinto se fermenta el mosto en contacto con hollejos y pepitas, mientras que en la
vinificacion en blanco el mosto se extrae y separa antes de la fermentacién [112]. Esto implica

gue las lias de vino tinto contienen parte de estos hollejos y pepitas (figura 2-12).

Ademas del tipo de vinificacién, la composicién de las lias depende también en el
numero de decantaciones realizadas. Bustos [113] encontré que los contenidos en sdlidos
totales, cenizas, nitrégeno y carbono fueron generalmente mayores en las lias de primer
decantado que en las de segundo, debido a que las primeras contienen mas levaduras
muertas y sélidos en suspensién (junto a otros microorganismos y materia organica).
También encontré mayores concentraciones de metales (cobre, magnesio, hierro,
manganeso, calcio, aluminio y zinc) en las lias de vinos tintos que en las obtenidas de vinos
blancos, probablemente debido al contacto del mosto en fermentacién con los hollejos de

uva.
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Cultivo

Despalillado

Estrujado

Vino tinto

Prensado | Fermentacién y maceracion

A 4
Fermentacién Prensado

Y
Lias de ler decantado Sedimentacion y decantado | | Sedimentacion y decantado Lias de ler decantado

Fermentacién malolactica
(si se desea)

A 4
| Sedimentacidn y decantado l—b Lias de 22 decantado

| Maduracion y clarificacion natural |

I

| Acabado y estabilizacion |

Embotellado

Figura 2-11. Diagrama de elaboracion de vinos blancos y tintos donde se indican los puntos en
los que se eliminan lias (adaptado de [114]).

Vino blanco

Figura 2-12. Imagen donde se muestran lias de vino tinto de las variedades morada (A),
Cabernet sauvignon (B), Cabernet franc (C) y de vino blanco de la variedad Lorena (D) [115].
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Como ya se indicd anteriormente, las lias también contienen compuestos fendlicos
procedentes del vino. Hay pocas publicaciones en relacién a este contenido ya que la mayoria
se centran en los compuestos fendlicos que se pueden extraer de hollejos y pepitas de la

vinificacion [116]—-[118], que se comercializan como nutraceuticos [119].

Las lias contienen polifenoles tanto en el vino residual y residuos de la uva como
absorbidos en su superficie. De esta manera, las paredes celulares de la levadura han
demostrado su capacidad de retencién de derivados de flavanoles y de productos generados
de la condensacion fendlica y la oxidacidon de vinos blancos [120]. En el caso de los vinos tintos,
las lias provenientes del envejecimiento retienen taninos condensados y antocianos [28], [29].
También los esteroles de membrana estan relacionados con la habilidad de la levadura de
absorber compuestos fendlicos, ademads de compuestos incoloros intermedios de reacciones

de pardeamiento [121].

Alonso [122] analizd el contenido en polifenoles de varios subproductos de la
vinificacion, entre ellos lias de vinos tintos y blancos. En la tabla 2-4 pueden verse los
resultados para las diferentes variedades; las lias de vinos tintos (Syrah, Tempranillo y
Cabernet Sauvignon) contienen en general mayor cantidad de polifenoles totales que las de
variedades blancas (Moscatel y Palomino fino). Las lias obtenidas de la variedad Syrah
destacan frente a las demas, tanto en contenido total como individual de polifenoles. Los
hidroxicinamicos son el grupo de polifenoles que predominan en todas las variedades. Pérez-
Serradilla [123] también estudid el contenido en polifenoles de lias recuperadas de vinos
Syrah, optimizando su extraccion mediante microondas y su secado por spray-drying, a fin de
minimizar la oxidacion de compuestos fendlicos y mejorar el rendimiento del proceso. Se
analizaron los fenoles mas representativos en los subproductos de la uva, encontrandose
como antociano mas abundante el malvidin-3-glucésido, y destacando entre los flavonoles la
miricetina, la quercetina y la quercetina-3-glucdsido, en concentraciones similares a las
obtenidas previamente en semillas de uva (tabla 2-5). Al igual que ocurre con los resultados
de Alonso, los polifenoles totales determinados por espectrofotometria son muy superiores

a la suma de los identificados por HPLC, lo cual puede deberse a la unién de antocianinas a
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otras moléculas formando derivados de alto peso molecular, los cuales son retenidos en las

filtraciones previas al analisis por HPLC [116].

Syrah Tempranillo C. Sauvignon Moscatel Palomino

Polifenoles totales 2000 1000 750 900 200
Tirosol 2,09
Catequina 1,36
Acido vainillico 2,93
Acido siringico 3,22 1,47
Isovainillina 1
Acido caftarico 6,23 0,95
Acido cis-coutarico 0,36
Acido trans-coutarico 1,93
Acido clorogénico 0,59 2,63
Acido cafeico 11,59 3,86
Acido cis-p-coumdrico 0,38
Siringaldeido 0,54 0,48
Acido trans-p-

L. 2,87 0,3

coumarico
Acido ferulico 0,44 0,56 0,49

Tabla 2-4. Contenido de polifenoles en lias (mg/L). Polifenoles totales en mg GAE/L [122].

Concentracidn en el extracto seco

Polifenoles totales 36,42
Antocianos

Malvidin-3-glucdsido 91°P
Cm-Mv3G 11729¢
Otros

Miricetina 42924
Quercetina 13656°
Quercetina-3-b-glucosido 8900°
Acido cafeico 663°
Acido p-Coumadrico 2449°
Total 4,189

Tabla 2-5. Resultados del andlisis de extracto seco de levadura en polvo [123]. “ mg GAE por
100 mg de extracto de levadura en polvo. ® ug del correspondiente estdndar por gramo de extracto de
levadura en polvo. € ug de Malvidin-3-glucésido por gramo de extracto de levadura en polvo. ¢ mg de
fenoles identificados por HPLC por 100 mg de extracto de levadura en polvo.
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2.2.4 Las lias como agente antioxidante

Las lias pueden contener sustancias antioxidantes propias de la levadura, tanto en su
citoplasma como en su pared. Ademas, también tienen la capacidad de retener algunos
compuestos del vino con potencial antioxidante, principalmente polifenoles. Varios estudios
han indicado que las lias durante el envejecimiento de los vinos espumosos protegen a estos
del pardeamiento, proceso relacionado con la oxidacién de ciertos componentes. Esto

implica que las lias podrian actuar como antioxidantes durante este proceso.
2.2.4.1 Accion de enzimas y biomoléculas del citoplasma

Las levaduras tienen toda una serie de elementos de defensa antioxidante,
enzimdaticos y no enzimaticos, que se encuentran en el citoplasma y cuya funciéon es mantener
la integridad de los componentes celulares frente al dafio por radicales libres. Entre las
enzimas antioxidantes mds importantes se encuentra las catalasas, las superéxido dismutasas,
y las peroxidasas [124]. Las catalasas reducen el perdxido de hidrégeno a agua y oxigeno
molecular. Existen dos tipos: catalasa A, localizada en los peroxisomas, y catalasa T, localizada
en el citoplasma. La levadura también tiene dos tipos de superéxido dismutasas (SOD): la
MnSOD vy la Cu/ZnSOD. Ambas se encuentran en el citoplasma y su funcidon es
desproporcionar el anion superdxido en peréxido de hidrégeno y oxigeno. Las peroxidasas
principales son las glutation peroxidasas, que catalizan la reduccién de hidroperdxidos
utilizando el glutatién, y la tioredoxina peroxidasas, algunas localizadas en los peroxisomas,

gue reducen perdéxido de hidrégeno y perdxidos de alquilo [125].

Las defensas antioxidantes no enzimdaticas de la levadura a menudo consisten en
pequeiias moléculas solubles en agua o en lipidos, que actdan neutralizando radicales libres.

Entre los componentes no enzimaticos antioxidantes de la levadura tenemos los siguientes:
GLUTATION

El glutation (GSH) es un tripéptido formado por acido glutamico, cisteina y glicina (y-

L-glutamil-Lcistinilglicina). GSH reacciona por su grupo sulfidrilo con los oxidantes para
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producir glutatiéon reducido (GSSG). El glutatidon es una sustancia antioxidante muy
importante en las levaduras, representando alrededor del 1 % de su peso seco [126]. En S.
cerevisiae, el glutation también puede usarse como fuente de nitrégeno y azufre en

condiciones de deplecion de nutrientes [126], [127].

FITOQUELATINAS

Las fitoquelatinas son péptidos con la estructura (y-glutamilcisteina)n-glicina capaces

de quelar iones metdlicos. S. cerevisiae las sintetiza bajo exposicidon a metales pesados [128].

POLIAMINAS

Las poliaminas son derivados de aminodcidos también implicados en la proteccion de
las levaduras frente al estrés oxidativo. Se ha encontrado que la espermina y la espermidina

son esenciales durante el crecimiento aerdbico de S. cerevisiae [129].

AcIDO ERITROASCORBICO

Aungue bajo ciertas condiciones S. cerevisiae puede sintetizar acido L-ascérbico, en
condiciones normales sintetiza acido eritroascorbico, con propiedades antioxidantes

similares al anterior [39].

PROTEINAS RICAS EN CISTEINA

Hay varios tipos de proteinas ricas en cisteina en la levadura que pueden actuar como
antioxidantes. Entre ellas tenemos las metalotioneinas, capaces de unirse a diferentes iones
metalicos [130], la glutaredoxina, que actia en combinacidn con la ribonucledtido reductasa
[131], y la tioredoxina, que la utiliza como reductor la enzima tioredoxina peroxidasa y

también la ribonucledtido reductasa.

Santiago [124] examind la actividad antioxidante de la fraccion enzimatica y no
enzimatica de un homogenado de S. cerevisiae. Algunos de los métodos utilizados fueron los

habituales para alimentos: DPPH, radical hidroxilo y radical superdxido. Sus resultados
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mostraron que entre el 85 y 95 % de la actividad antioxidante del homogenado de levadura
estaba en los compuestos no enzimaticos. Por lo tanto, estos componentes serian mas
determinantes en la actividad antioxidante de la levadura como aditivo antioxidante,
mientras que en condiciones bioldgicas los enzimas también jugarian un papel muy

importante.

Las lias de segunda fermentacién una vez que dejan de ser viables, podrian contener
enzimas u otras sustancias en su citoplasma con potencial antioxidante. De esta manera, el
papel protector de las lias podria venir en parte de estos componentes [132]. Para ello seria
necesario que la parte intracelular entrara en contacto con la parte extracelular, pero como
ya se indico en el apartado anterior, la pared celular mantiene su integridad durante largos
periodos de envejecimiento, limitando la salida de componentes. Serian necesarios nuevos
estudios que determinasen la evolucidon de los componentes antioxidantes del citoplasma,

enzimaticos y no enzimaticos, durante el envejecimiento sur lie de los vinos.

2.2.4.2 Accion de lipidos de membrana

La composicién de la membrana lipidica de S. cerevisiae es importante para conferir a
la célula resistencia al estrés oxidativo, de manera que una cantidad mayor de acidos grasos
saturados protege mejor frente a la oxidacidon que altos niveles de acidos grasos

poliinsaturados.

Las lias en el vino pueden ejercer una actividad antioxidante mediante el consumo de
oxigeno disuelto [133]. El impacto de la membrana plasmatica sobre este consumo fue
estudiado por Salmon [134] en vino modelo. Las modificaciones de la membrana se evaluaron
mediante la determinacién de las especies reactivas de oxigeno (ROS), y por analisis
indirectos de los cambios de la composicién de la doble capa lipidica. Parece que los lipidos
de membranay los constituyentes de las lipoproteinas se alteran reaccionando con el oxigeno

disuelto en el vino [134].

El efecto protector de la membrana frente a la oxidacion tiene algunos detalles que

merecen aclararse. En primer lugar, aunque existe correlacidon entre la aparicion de ROS en
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la célula y la desaparicion de oxigeno disuelto en el vino, no tiene por qué ser un mecanismo
Unico [132]. Otros elementos, constitucionales de la pared o absorbidos, como los polifenoles,
podrian actuar también de antioxidantes superficiales. Por otra parte, los perodxidos
generados durante la oxidacidn de los lipidos podrian oxidar a su vez a los componentes del

vino, no actuando como antioxidantes propiamente dichos.

2.2.4.3 Accion de elementos constitucionales o absorbidos por la pared

La pared de S. cerevisiae contiene elementos, como glucanos y manoproteinas, que
pueden ejercer actividad antioxidante [135], [136]. Jaehring [136] llevd a cabo estudios donde
se fraccionaban sistematicamente las paredes celulares de levadura recuperada de la
fabricacion de cerveza mediante procedimientos enzimaticos y fisicoquimicos. Las fracciones
proteinicas fueron las que claramente mostraban mds capacidad antioxidante.
Posteriormente, los mismo autores realizaron otro estudio [135] donde se evaluaba
especificamente el papel antioxidante de los glucanos y cdmo cambia segun las condiciones
de crecimiento del medio. De esta manera, se pudo observar la influencia del medio de cultivo

en la composicién y la actividad antioxidante de la pared.

Otra propiedad de las paredes de levadura es que pueden absorber compuestos en
su superficie. Esta capacidad se ha observado para aromas [137], compuestos pardos [120],
y polifenoles [138], como ya se indicd en un apartado anterior. Los polifenoles son
compuestos que han demostrado ser antioxidantes, por lo que, absorbidos en la superficie

celular, modificarian su capacidad antioxidante.
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Experimenta despacio que tengo prisa.
-Napoledn Bonaparte. Adaptacion -

3.1 VINOS ESPUMOSOS

3.1.1 Disefio experimental y muestreo

Los vinos espumosos analizados fueron elaborados industrialmente por la empresa
Freixenet S.A. mediante el método tradicional y el método Charmat. Se partié de dos cupajes
diferentes (A y B) de vinos blancos de las variedades de uva Macabeu, Xarel-lo y Parellada,
gue para el cava fueron embotellados después de la adicion del licor de tiraje y para el
Charmat fueron depositados en el autoclave, previa dosificacién del jarabe y del pie de cuba.
Para el estudio de la capacidad antioxidante a lo largo de la rima, se tomaron de cada cupaje
tres botellas de cava a los siguientes tiempos de envejecimiento: 1 semana, 1, 3,6,9, 12, 17,
21 y 30 meses, y tres muestras de Charmat en los tiempos de envejecimiento: 1 semana, 1,
3, 6,9 12 y 17 meses (figura 3-1). Las lias fueron retiradas de los vinos mediante
centrifugaciéon a 1410xG y 4 2C durante 15 minutos (Rotina 48CR), y los vinos fueron
desgasificados mediante agitacion constante durante 15 minutos y congelados

inmediatamente hasta su analisis.

Para el estudio de la evolucién de la actividad antioxidante durante la vida comercial,
30 botellas de cava, 15 de cada cupaje inicial A y B, envejecidas durante 9 meses en lias y 24
botellas, 12 de cada cupaje inicial A y B, en rima durante 17 meses (cava reserva), fueron

sometidas a degiielle, adicién de licor de expedicion y cierre. Estas botellas se almacenaron a
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a temperatura constante de 14 2C, abriéndose para la linea envejecida 9 meses tres botellas

a los siguientes tiempos de vida comercial: 0, 4, 8, 12 y 21 meses, y para la linea envejecida

17 meses enlias: 0,4, 12 y 30 meses. El vino elaborado segliin el método Charmat se envejecio

durante 9 meses en rima, se eliminaron las lias mediante filtraciéon y se embotellaron 30

botellas que se almacenaron a temperatura constante de 14 2C, abriéndose tres botellas en

los siguientes tiempos: 0, 4, 8, 12 y 21 meses. Todos los vinos, una vez abiertos, fueron

desgasificados mediante agitacion constante durante 15 minutos y congelados

inmediatamente hasta su analisis.

En total, se obtuvieron 96 muestras de vinos espumosos en envejecimiento sur lie y

84 muestras de vinos espumosos comerciales.

Envejecimiento sur lie

VINO BASE | oM = 1IM—=>3M-=>s6M—=>|9m |

Vino base+ Licor de tiraje D-.
U LiAS ¢am £ €1

Dosage

Vida comercial

9M(R) +0 M
IM(R)+4 M

.ll 9M(R)+8 M

g IM(R)+12 M
Epmy 9M(R)+21 M

Cava
Charmat

v

17 M(R)+0 M
17 M(R)+4 M
17 M(R) + 12 M
17 M(R) +30 M

Figura 3-1. Esquema del muestreo aplicado a los vinos espumosos.
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3.1.2 Técnicas analiticas aplicadas
3.1.2.1 Parametros enoldgicos generales

Los siguientes parametros fisico-quimicos comunes en enologia se determinaron en
los vinos base y en los vinos espumosos en envejecimiento sur lie y comerciales a tiempo O
de acuerdo con los métodos oficiales de la Organizacion Internacional de la Vifa y el Vino
(OIV) [139]: azucares totales, grado alcohdlico, sobrepresion de CO,, acidez total, glicerol, y
los dacidos citrico, malico, lactico, glucdnico y tartdrico. Los analisis se realizaron en los

laboratorios de la bodega proveedora de muestras, Freixenet S.A.
3.1.2.2 Determinacion del sulfito libre y total

Los sulfitos son los principales agentes conservantes del vino debido a sus
propiedades antisépticas y antioxidantes. Aunque pueden generarse durante la fermentacion,
en los vinos espumosos los sulfitos presentes provienen, por una parte, del sulfitado realizado
durante la elaboracién del vino base, y por otra, de la adicion de metabisulfito de potasio al

licor de expedicion a fin de evitar procesos oxidativos indeseables.

Se analizé el sulfito libre y total de todos los vinos espumosos mediante el método de
Ripper que basa en una valoracién yodométrica directa (figura 3-2). Los analisis se realizaron

por duplicado.
Procedimiento:

a) Dioxido de azufre libre. En un matraz se introducen 50 mL de vino, 5 mL de
acido sulfurico 1/3 (p/V) y 1 mL de solucién de almidén al 2% (p/P). Se valora con
solucién de yodo 0,01M hasta coloracidn azul que persista durante 15 s.

b) Diéxido de azufre total. En un Erlenmeyer se introducen 10 mL de hidréxido
de potasio 1M y 20 mL de vino, se tapa, se agita y se deja en reposo durante 15 min
para que se produzca la hidrélisis alcalina de los complejos entre el SO, y algunos

componentes del vino como el acetaldehido. Pasado este tiempo, se afiaden 5 mL de
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acido sulfurico, 1 mL de la solucién de almiddén al 2% vy se valora réapidamente con la

solucién de yodo hasta la aparicién de la coloracidn azul persistente (15 s).

Figura 3-2. Reaccion yodométrica de Ripper.

3.1.2.3 Determinacion de polifenoles totales

La determinacién colorimétrica de Folin-Ciocalteau se basa en la reduccién quimica
del reactivo de Folin-Ciocalteau, una mezcla de 6xidos de tungsteno y molibdeno. Los
productos de la reduccién de estos éxidos metalicos tienen un maximo de absorbancia a 765
nm, con lo que la medida de la absorbancia a dicha longitud de onda estd relacionada con los
compuestos antioxidantes de la muestra. Singleton y Rossi [18] adaptaron este método para
el andlisis de polifenoles en vino, y la Organizacién Internacional de la Vifia y del Vino (OIV) lo
adopté como método oficial de andlisis de niveles de polifenoles totales en vino (OIV

Compendium 1990).

Procedimiento y cuantificacién: para el analisis de los polifenoles totales por el

método Folin-Ciocalteau se siguié la metodologia propuesta por Lédpez-Tamames [140], que
supone una ligera modificacién del método oficial. En matraz de 25 ml se afadié 15 ml de
agua ultrapura, 1 ml de muestra, 1 ml de reactivo de Folin-Ciocalteau (Panreac quimica S.A.,
Barcelona) y 3 ml de solucién saturada de Na,COs. Se agitd vigorosamente, se tapd y se dejo
reaccionar durante 60 minutos. Después se enrasd con agua ultrapura y se midié la
absorbancia a 765 nm con espectrofotémetro (Shimadzu® UV-3600, Duisburg, Germany). Se
realizdé una recta de calibrado con acido galico y los resultados se expresaron como mg

equivalentes de acido galico/L (mg GAE/L). Todos los analisis se realizaron por triplicado.

3.1.2.4 Determinacion de los hidroxicinamatos totales

Los 4acidos hidroxicinamicos y sus derivados (hidroxicinamatos) tienen una

absorbancia caracteristica alrededor de 320 nm debida a la conjugacion entre el doble enlace
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del carbono 7 y el grupo carbonilo [141]. La absorbancia a 320 nm puede considerarse un

indice valido del contenido en hidroxicinamatos totales en vinos [142].

Procedimiento vy cuantificacidon. Los hidroxicinamatos totales se cuantificaron

mediante medida de la absorbancia a 320 nm (espectrofotémetro Shimadzu® UV-3600,
Duisburg, Germany), utilizando cubetas de cuarzo de 1Imm de camino éptico, y como blanco
agua destilada. Los resultados se expresaron como mg/L de acido cafeico (mg caf/L). Todos

los analisis fueron realizados por duplicado.

3.1.2.5 Determinacion de flavanoles totales

El ensayo de la vainillina es un método habitual para el andlisis de los flavanoles
totales. La vainillina (3-metoxi-4-hidroxibenzaldehido) en medio acido reacciona con los
flavanoles formando un cromoéforo de color rojo que absorbe a 500 nm. La principal
desventaja de este método consiste en que con el grado de polimerizacion de las
proantocianidinas (polimeros de catequina) se reduce la capacidad de reaccionar con la

vainillina, porque la reaccién se da preferentemente con las unidades terminales [143].

Procedimiento y cuantificacion. Los flavanoles totales se cuantificaron mediante el

ensayo modificado de la vainillina descrito por Sun [144]. Brevemente; 1 mL de muestra se
mezclé con 2,5 mL de disolucidon de vainillina en metanol al 1%, y con 2,5 mL de acido sulfurico
4,5 M en metanol. Se agitd y se dejo reaccionar 15 minutos a 30 2C. Finalmente, se midid la
absorbancia a 500 nm en espectrofotémetro (Shimadzu® UV-3600, Duisburg, Germany). Se
realizé una recta de calibrado con catequina y los resultados se expresaron como mg

equivalentes de catequina/L (mg cat/L). Todos los andlisis se realizaron por triplicado.

3.1.2.6 Determinacion de la actividad antioxidante

METODO FRAP

El ensayo FRAP analiza la actividad antioxidante mediante la reduccion del complejo
de hierro (lll) con tripiridil triazina (Fe(lll)-TPTZ) a hierro (IlI) (Fe(ll)-TPTZ), el cual tiene un

intenso color azul y absorbe a 593 nm (figura 3-3). El método FRAP se basa en una reaccion
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redox en la cual un oxidante facilmente reducible (el potencial redox de Fe (lll) es 0,70 V en
condiciones acidas) se usa en exceso estequiométrico y los antioxidantes actian como
reductores, midiendo por lo tanto la capacidad reductora de estos compuestos y no la

capacidad quelante de radicales como en otros métodos antioxidantes [17].

Procedimiento y cuantificacién. El ensayo FRAP se realiz6 de acuerdo a una

modificacion del método original de Benzie y Strain [145]. La disolucion FRAP se prepard
diariamente con 25 ml de tampdn acetato (pH 3,6, 0,3 M), 2,5 mL de disolucién de cloruro
férrico hexahidratado (20 mM), y 2,5 mL de disolucién TPTZ (10 mM en 40 mM de HCI).
Después de un atemperado a 372C, 900 pL de disolucidn FRAP se mezcld con 30 pL de muestra
diluida al 20% o patrdn, y 90 plL de agua desionizada. Se dejo reaccionar a 372C y oscuridad
durante 8 minutos, tras lo cual se midié su absorbancia a 593 nm (Shimadzu® UV-3600,
Duisburg, Germany). Se realizaron curvas de calibrado con Trélox y los resultados se

expresaron como UM equivalentes de Trélox. Los andlisis se realizaron por triplicado.

N/\ N/\
@ | /\N
N \‘Fe+3:/\ N Fe
% %
/'T N \ f N\

Intenso color azul (593 nm)

Z

&

N S N
’d \ ] d
~ (+e) 2 \ \
Antioxidante =
Fe(lll)-TPTZ Fe(ll)-TPTZ

Figura 3-3. Reaccion que tiene lugar al aplicar el método FRAP.

METODO DPPH

Es un método espectrofotométrico que se basa en la reaccién con el radical DPPHe
(1,1-difenil-2-picril-hidrazilo), el cual es un radical comercial estable con un color violeta

intenso y un maximo de absorbancia a 517 nm [146] (figura 3-4). Un sustrato donante de
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protones como un antioxidante, reacciona con el DPPH reduciéndolo a la forma no radical
DPPH;, que tiene una tonalidad ligera amarilla y no absorbe a 517 nm. La disminucién de

absorbancia es proporcional a la actividad antioxidante de la muestra.

Procedimiento y cuantificacidon. Para el analisis de la actividad antioxidante mediante

el método DPPH, se siguid la metodologia propuesta por Brand-Williams [147]. Brevemente,
20 puL de muestra de vino se mezcldé con un volumen de disolucién de DPPH 0,094 mM en
metanol, hasta completar un volumen final de 1 mL. La mezcla se agitd, y se dejé reaccionar
a temperatura ambiente en vial cerrado. Después de 30 minutos, se midié la absorbancia a
517 nm (Shimadzu® UV-3600, Duisburg, Germany). Se realizaron curvas de calibrado con
Trélox y los resultados se expresaron como UM equivalentes de Trélox. Los andlisis se

realizaron por triplicado.

Q RH (Antmmdante)

OO

Intenso color violeta (517 nm)

Figura 3-4. Reaccion que tiene lugar al aplicar el método DPPH.

3.2 Lias

3.2.1 Tipos de muestras

El estudio de la composicidn y la actividad antioxidante se realizé con lias recuperadas
de la elaboracién de vinos espumosos: primera fermentacion, segunda fermentacién de cava
y segunda fermentacion de Charmat, y una preparacién comercial de paredes que se utiliza

en la elaboracidon de vinos espumosos por sus propiedades antioxidantes.
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Las lias recuperadas de la elaboracién de vinos espumosos fueron obtenidas
industrialmente de la empresa Freixenet S.A. Estas lias provenian de la levadura S.cerevisiae
(cepa F11), perteneciente a la coleccidn privada de la bodega. Las lias fueron filtradas a través
de un tamiz de 100 um de haz de luz, lavadas 5 veces en vino modelo (pH 3, 5 g/L de acido
tartaricoy 12% etanol), y resuspendidas en vino modelo hasta una concentracién aproximada

de 2,5 g (lia fresca) en 10 mL finales.

La muestra de paredes de levadura seca inactiva (LSI) fue proporcionada por la
empresa SEPSA Enartis (Vilafranca del Penedés, Espaia). Se realizé una suspensién de estas
cortezas a la misma concentracidn final que las muestras de lia (en base seca). De acuerdo
con el fabricante, esta preparaciéon estd basada en cortezas de levadura ricas en

manoproteinas y aminoacidos tidlicos.

3.2.2 Tratamientos para la obtencién de fracciones

Se realizaron tres tratamientos diferentes para la obtencién de fracciones: 1) una
disrupcion celular, para separar entre el interior (citoplasma) y el exterior (pared celular) de
las muestras, 2) un fraccionamiento completo de la pared, y 3) una separaciéon de las

manoproteinas del resto de la pared celular en un solo paso.

3.2.2.1 Disrupcion celular

Se realizé una disrupcion mecdnica de las muestras de lias y LS| con perlas de vidrio
lavadas con acido (didmetro 0,5 mm) en un molino de bolas Retsch Mixer MM 400
(Dusseldorf, Alemania) (Figura 3-5). Las condiciones de disrupcién fueron 30 minutos y 30
Herzios de frecuencia. La pared celular de levadura fue separada por centrifugacion (1410 G,
49C,15 minutos) en una centrifuga Rotina 48CR, obteniéndose un sedimento consistente en
paredes celulares y un sobrenadante con el contenido del interior celular. Los sedimentos
fueron lavados tres veces y resuspendidos en vino modelo hasta el mismo volumen inicial (10
mL). Se tomd una muestra de levadura entera (WY), levadura rota (DY), sobrenadante (Cyt)

y de pared celular de levadura (YCW), y se conservo a 4 2C para su posterior analisis.
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LEVADURA ENTERA (WY)

Molino de bolas, 30 Hz, 30

A4

LEVADURA ROTA (DY)

Centrifugacion (1410g, 4 °C, 15’)

A 4 A4

SOBRENADANTE (Cyt) SEDIMENTO (YCW)

Figura 3-5. Proceso de disrupcion celular.

3.2.2.2 Fraccionamiento de la pared

Después de la disrupcién, las paredes fueron separadas en sus componentes por una
combinacién de alta temperatura y tratamiento enzimatico segun el método descrito por

Jaehrig [136]. El proceso esquematico se muestra en la figura 3-6.

TRATAMIENTO CON CALOR

Una porcidén de las paredes celulares lavadas de cada muestra fue suspendida en agua
y ajustada a pH 7 con hidréxido sddico (30 % w/w) (volumen final 10 mL). Las suspensiones
se calentaron a 110 2C en un termobloque Selecta (Abrera, Espaia) durante 5 horas para
extraer los componentes mas solubles. Después, fueron centrifugadas (1410 G, 49C, 15
minutos), obteniéndose unos sedimentos (Figura 3-6, sedimento 1) y unos sobrenadantes

(Figura 3-6, F1), que fueron congelados para su posterior analisis.

TRATAMIENTO CON PROTEASA

Los sedimentos previamente obtenidos fueron suspendidos en agua hasta un
volumen final de 10 mLy sometidos a un tratamiento con proteasa con el objetivo de extraer
los péptidos y aminodcidos. Para ello, las suspensiones fueron calentadas hasta 45 2Cy el pH
ajustado a 10,5 con hidréxido sédico (30% w/w), afiadiéndose bajo agitacién un volumen de
7,5 uL de proteasa de Bacillus spp. [EC 3.4.21.14] (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) a tres

tiempos: 0, 1,5 y 3 horas. Después de 5 horas en agitacion continua, las suspensiones fueron
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centrifugadas (1410 G, 42C, 15 min.), obteniéndose sedimentos (Figura 3-6, Sedimento 2) y

sobrenadantes (Figura 3-6, F2), que fueron congelados para su posterior analisis.

TRATAMIENTO CON LIPASA

Posteriormente los sedimentos fueron suspendidos en agua hasta un volumen final
de 10 mL y tratados con 50 L de Lipasa de Thermomyces lanuginosus [EC 3.1.1.3] (Sigma-
Aldrich, USA) durante 3 horas a 45 2C y pH 10,5 para extraer los componentes lipidicos.
Después, las suspensiones fueron centrifugadas, los sobrenadantes obtenidos (Figura 3-6, F3)
congelados para su posterior analisis, y los sedimentos remanentes fueron suspendidos en

agua hasta un volumen final de 10 mL (Figura 3-6, F4).

PARED CELULAR (YCW)

Tratamiento agua caliente (110°C, pH 7,5 h)
Centrifugacion (1410g, 4 °C, 15')

h

F1

A

SEDIMENTO 1

Tratamiento con proteasa (45 °C, pH 10,5, 5 h)
Centrifugacion (1410g, 4 °C, 15')

F2

A 4

SEDIMENTO 2

Tratamiento con lipasa (45 °C, pH 10,5, 3 h)
F3 |« Centrifugacion (1410g, 4 2C, 15')

h 4

F4

Figura 3-6. Proceso de fraccionamiento de las paredes celulares

3.2.2.3 Obtencion de manoproteinas

Se realizaron dos tratamientos diferentes a las paredes celulares de las lias de segunda

fermentacion y LS| para la obtencidon de manoproteinas:
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EXTRACCION EN CONDICIONES BASICAS SUAVES

Se siguid la metodologia propuesta por Yin [148]. Brevemente: se suspendieron 200
mg de peso fresco de pared en NaOH 30 mM, y se enrasd hasta 5 mL finales. Se incubd
durante 17 horas a 4 2C y agitacion constante, y finalmente se centrifugé (1410 G, 49C, 15

minutos). Sobrendantes y precipitados se guardaron en congelador (- 20 2C).

EXTRACCION CON B-GLUCANASA

Se siguié la metodologia propuesta por Kipple [149] con ligeras modificaciones: se
suspendieron 200 mg de peso fresco de pared en tampdn de acetato de sodio (150 mM, pH
6,5) que contenia 2 mg de B-glucanasa [EC 3.2.1.39] (Sigma-Aldrich), y se enraso hasta 5 mL
finales. Se incubd durante 17 horas a 37 2C y agitacion constante, y finalmente se centrifugd

(1410 G, 49C, 15 minutos). Sobrendantes y precipitados se guardaron en congelador (- 20 2C).

3.2.3 Técnicas de microbiologia aplicadas

3.2.3.1 Microscopia optica confocal

La microscopia dptica confocal es una técnica de visualizacién de células y objetos muy
superior a la microscopia éptica convencional. En los microscopios dpticos convencionales, la
luz es reflejada por todas las capas de la muestra, por lo que no se puede conseguir una
representacion nitida de un plano individual de interés. Por otra parte, existe dispersién de
la luz, lo que reduce el contraste y la resoluciéon. Un microscopio confocal utiliza dos
diafragmas confocales (uno antes de la muestra y otro después) capaces de enfocar la
iluminacién en un Unico punto, eliminando el reflejo difuso y mejorando la calidad de Ila
imagen [150]. Se utiliza un laser como fuente luminosa, y con él se va barriendo la muestra
por todo su volumen, plano a plano, creando muchas imagenes bidimensionales que un

ordenador interpreta, pudiendo generar finalmente una imagen tridimensional del objeto.

Procedimiento. Las muestras se visualizaron mediante un microscopio confocal TCS

SP2 Leica (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) de la unidad de microscopia dptica
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avanzada de los servicios cientifico-técnicos de la Universidad de Barcelona. Se usé laser de
argén a 488 nm, y el detector 1 PMT de luz transmitida. Para efectuar el estudio de las
muestras se trabajé con los objetivos de 40 x, 63 x y 100 x, y aceite de inmersién (n = 1.518).
Se analizaron las muestras atendiendo a la reflexidn de la luz emitida por las células y no se

utilizaron, por tanto, marcadores fluorescentes.

3.2.3.2 Citometria de flujo

La citometria de flujo es un método general para el analisis rdpido de un gran nimero
de células individualmente usando medidas de dispersién y fluorescencia. A diferencia de
otras herramientas analiticas en las cuales los datos obtenidos son integrales, es decir, un
Unico valor interpreta una poblacidn entera, la citometria de flujo permite obtener datos

segregados que representan diferentes subpoblaciones.

En la citometria de flujo las células pasan de una en una a través de un haz laser (o luz
de ldmpara de mercurio) que es ortogonal al flujo. Cuando este haz incide sobre la célula, se
dispersa frontalmente (“forward-scattered”) o lateralmente (“sideways-scattered”). La
dispersién frontal estd relacionada con el tamaiio celular y la dispersion lateral con las
caracteristicas del citoplasma [151]. El haz laser incidente también puede excitar una serie de
fluorocromos presentes en las células. Las sefales de luz dispersada y luz emitida por lo
fluorocromos se recogen posteriormente por diferentes detectores. Las sefiales de dispersién
y fluorescencia se pueden combinar de varias maneras para poder diferenciar entre

subpoblaciones.

Procedimiento. Se realizd una caracterizacion inicial de la disrupcién de las muestras
de lias de segunda fermentacién de cava mediante un citdmetro de flujo por impedancia
Multisizer TM Coulter Counter (Beckman Coulter, Inc, Fullerton, CA), con 70 um de apertura.
Para ello, la muestra se diluyd en vino modelo hasta las siguientes concentraciones: 50, 150,
350, 450 y 550 mg de lia humeda/mL. Estas suspensiones fueron sometidas a diferentes
tiempos de dirupciéon en molino de bolas (Retsch Mixer MM 400, Dusseldorf, Alemania): O,

10, 20 30 y 40 minutos. La frecuencia fue la misma en todos los ensayos, 30 Hz. Las
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suspensiones después de la disrupcion se diluyeron apropiadamente en tampdn fosfato
salino y se midio en el citometro Multisizer la distribucidon de tamafios de cada una de ellas
por triplicado. El nimero de células/mL se establecié dividiendo el nimero de eventos por el

volumen de paso por el citometro (0,5 mL).

El andlisis poblacional de todas las muestras de lias y de levadura seca inactiva se llevd
a cabo en un citometro de flujo por fluorescencia Gallios (Coulter Corporation, Miami,
Florida). Para ello, se realizaron las diluciones apropiadas de las muestras en tampdn fosfato
salino. Estas diluciones se marcaron con dos fluorocromos para acidos nucleicos: SYTO 13,
gue absorbe a 490 nm y emite a 525 nm (verde), y yoduro de propidio, que absorbe a 536 nm
y emite a 617 nm (rojo), ambos de Life Technologies (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA).
El SYTO 13 es permeable a las membranas celulares por lo que marca todas las células,
mientras que el yoduro sélo puede atravesar las membranas si éstas estan rotas; por lo tanto,
el yoduro marcard sélo las células no viables. En 2 mL de muestra diluida se afiadieron 2 pL
de SYTO 13 de concentracion 500 ug/mL, y 5 uL de yoduro de propidio de concentraciéon
1mg/mL.

La fuente luminosa fue un laser de argdén de 488 nm de 15 mW de potencia. Las
medidas de dispersién de luz se utilizaron para seleccionar (realizar un “gattering”) la
poblacién de Saccharomyces cerevisiae, y las medidas de fluorescencia para diferenciar entre
células viables o no de la poblacidn seleccionada. Antes de las medidas, el citdmetro se calibré
con perlas fluorescentes de 10 um (Immunocheck, Epics Division). Estas perlas fueron

también utilizadas para el contaje absoluto a una concentracién de 10° particulas/mL.

3.2.4 Técnicas analiticas aplicadas
3.2.4.1 Contenido en sélido o peso seco

El peso seco es el concentrado de materia organica e inorganica después de una
evaporacion del agua a 105 2C. El peso seco de todas las suspensiones fue determinado de la

siguiente manera: 1 mL de suspensién fue secado a 105 2C en vial de cristal (previamente
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tarado) hasta peso constante (aproximadamente 2 horas). Estas muestras fueron
almacenadas en desecadores y pesadas (el peso seco de 1 mL de vino modelo fue tenido en

cuenta). El peso seco se expresé como mg/L de suspension.

3.2.4.2 Determinacion del contenido en dcido tartdrico

El dcido tartarico es el mas abundante y caracteristico de los acidos que se encuentran
en la uva y, consecuentemente, en el mosto y el vino. Durante la elaboracién del vino
precipita principalmente como bitartrato de potasio y, en menor medida, como tartrato de
calcio [152]. El método colorimétrico de Rebelein para el analisis de acido tartdrico en vino
[153] se utiliza ampliamente en laboratorios porque permite el analisis simultdneo de
numerosas muestras, a pesar de no ser el método oficial de la Oficina Internacional de la Viia
y del Vino (OIV) [154]. Este método se basa en la determinacién espectrofotométrica a la
longitud de onda de 500 nm por formacién de un complejo croméforo amarillo-naranja, al

reaccionar el acido tartarico con metavanadato en medio acido.

Procedimiento y cuantificacidn. El contenido de acido tartdrico en las lias sin lavar y

las lias lavadas fue analizado mediante el método de Rebelein modificado [153]. Para ello se
tomaron alicuotas de 1 mL de cada una de las muestras y se liofilizaron (Telstar Cryodos,
Spain). Una vez liofilizadas, se pesaron, se redisolvieron en HCI 0,1 N hasta un volumen final
de 50 mL, se sonicaron durante 30 minutos y se filtraron a través de un filtro Whatman N22.
Una alicuota de 100 uL de esta disolucién se mezclé con 1mL de disolucién | (30 % de 4cido
acético (v/v) y 1 mL de disolucién Il (85 mM metavanadato de amonio, 150 mM hidrdxido
sédico y 656 mM de acetato sédico). Después de 10 minutos a temperatura ambiente, se
midio su absorbancia a 500 nm (Shimadzu® UV-3600, Duisburg, Germany). Se construyd una
recta de calibrado con acido tartdrico, y los resultados fueron expresados como % (w/w) de

acido tartarico respecto al peso seco de las suspensiones.

3.2.4.3 Determinacion de polifenoles individuales por HPLC

La cromatografia de alta eficacia HPLC (High Performance Liquid Chromatography) o

de ultra eficacia (UHPLC), es una técnica instrumental muy utilizada en el analisis de alimentos,
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y en particular, en el andlisis de su contenido en polifenoles [155]. Consiste en la separacion
de compuestos segun su afinidad a una fase mdvil (eluente) o a una fase estacionaria
(columna). Una vez separados, se lleva a cabo la deteccidn y cuantificaciéon de éstos mediante
el uso de detectores. Existen diversos tipos de detectores, que se seleccionan dependiendo

de las caracteristicas del analito [156].

Uno de los detectores mas utilizados en analisis de rutina es el detector de foto-diode
array (DAD o PDA), que se basa en la espectroscopia de absorcién molecular, en la cual se
mide la transmitancia o absorbancia a una determinada longitud de onda segun el analito
involucrado. El detector DAD no es destructivo, y por lo tanto se le puede acoplar otro
detector a la salida de éste. Puede ser util para identificar compuestos a partir de su espectro
de absorcién, o utilizado para cuantificar el contenido de un analito a partir de una recta de
calibrado externa de patrén. La principal ventaja de la técnica de HPLC en el andlisis de
polifenoles es que puede proveer una rapida respuesta, ofreciendo a la vez alta sensibilidad

y eficacia de separacién en una matriz alimentaria muy compleja.

Procedimiento y cuantificacion

1. Extraccién de polifenoles: los polifenoles de las lias antes y después del
acondicionamiento se extrajeron usando el método descrito por Mazauric y Salmon
[29], con las siguientes modificaciones: 20 mg de lia liofilizada se afiadié a 10 mL de
una mezcla de metanol/agua/acido trifluoroacético (80/20/0,05), y se colocd en un
bafio de ultrasonidos durante 30 minutos. Posteriormente, el sobrenadante se aisld
mediante centrifugacion (15 minutos, 2000G, 4 °C). La extraccién se realizé por

duplicado en cada muestra.

2. Condiciones cromatograficas: la determinacién de los polifenoles se realizé por
inyeccién directa del extracto metandlico previamente filtrado (filtro de nylon de 0,45
um Waters) en un cromatégrafo liquido Alliance 2695 (Waters, PA, USA), equipado
con un detector diodo-array Waters 2996 (220 nm — 450 nm). La columna utilizada

fue una Symmetry C18 (Waters, PA, USA), 15 x 3,9 cm, de 5 um de tamafio de particula.
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El volumen de la muestra inyectada fue de 20 pl y el analisis fue llevado a cabo a
temperatura ambiente. La fase moévil consistié en un eluente A, una disolucién de
acido férmico 0,5 % en agua, y un eluente B, una disolucién de acido férmico 0,5 % en
acetonitrilo. Las condiciones del gradiente fueron las siguientes: 0’-5% B, 3'-5% B, 20’-
35% B, 21’-90% B, 23’-90% B, 24’-5% B, 30’-5% B, a un flujo de 1 mL/min. La
identificacion y cuantificacion se realiz6 mediante patréon externo. Los resultados se

expresaron en ug/mg de peso seco.

3.2.4.4 Determinacion de polisacdridos totales

El método del fenol-sulfurico [157] es un método colorimétrico simple y rapido para
determinar los carbohidratos totales de una muestra. El método detecta inespecificamente
toda clase de carbohidratos, incluyendo los mono-, di-, oligo- y polisacaridos. Los aminodcidos
y proteinas presentan poca interferencia en el ensayo [158]. En este método el acido sulfurico
concentrado reduce cualquier polisacarido, oligosacarido o disacarido a monosacarido. En
presencia de acido sulfurico concentrado, las pentosas se deshidratan a furfural y las hexosas
a hidroximetilfurfural. Ambas posteriormente reaccionan con fenol para dar compuestos

amarillo-dorados que pueden medirse espectrofotométricamente a 490 nm.

Procedimiento y cuantificacion. Una alicuota de 0,5 mL de suspensién o sobrenadante

fue mezclada con 0,5 mL de fenol al 5 % (w/w). Después se afiadié 2,5 mL de acido sulfurico
concentrado y se calenté a 30 2C durante 30 minutos. Finalmente, las muestras fueron
medidas a 490 nm (Shimadzu® UV-3600, Duisburg, Germany). Se realizé una recta estandar
con galactosa, y los resultados fueron expresados como % (w/w) de polisacéaridos. Los andlisis

fueron realizados por triplicado.

3.2.4.5 Determinacion de proteina total

El método de Bradford es uno de los ensayos de cuantificacién de proteinas mas
utilizados en los laboratorios. Esta técnica es mas simple y rdpida, y estd sujeta a menos
interferencias por reactivos de uso comun y componentes no proteicos, que el método de

Lowry [159]. El método se basa en la formacion de un complejo entre el colorante, Azul de
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Coomassie G, y las proteinas en disolucién. El azul de Coomassie G puede existir en cuatro
formas idnicas diferentes , tres de las cuales se encuentran al pH acido del ensayo: catidnica
(roja), neutra (verde) y anidnica (azul) [160]. Por su carga negativa, la forma idnica azul es la
gue se considera que forma el complejo con las proteinas mediante interacciones con las
cadenas laterales de arginina y lisina. El complejo con la proteina muestra un cambio en el
maximo de absorcién desde 464 hasta 595 nm, de tal modo que el incremento en la

absorbancia a 595 nm puede utilizarse para medir la concentracién de proteinas.

Procedimiento y cuantificacién. Una alicuota de 50 pL de fraccidn liquida se afiadio a

1,5 mL de reactivo comercial Bradford (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). Después de
10 minutos de reaccién a temperatura ambiente, la absorbancia a 595 nm fue medida en
espectrofotometro (Shimadzu® UV-3600, Duisburg, Germany). Se realizd una recta de
calibracion estandar con albimina de suero bovina (BSA). Los resultados fueron expresados

como % (w/w) de proteina (BSA).

Para las suspensiones (levaduras enteras, levaduras rotas, paredes de levadura y
fraccién F4), fue necesaria una extraccién previa de las proteinas. Para ello, se afiadié NaOH
0,05 M a las suspensiones, y se calentd a 90 2C durante 40 minutos [161]. Después se
centrifugd, y la proteina en el sobrenadante fue determinada segun el método de Bradford
aplicado a las muestras liquidas. Los resultados fueron expresados como % (w/w) de proteina

(BSA).

3.2.4.6 Determinacion de aminodcidos libres y péptidos

El método de la ninhidrina es un ensayo clasico introducido por Moore y Stein en 1948
para la determinacién cuantitativa de aminodcidos [162]. El método ha sido adaptado y
ampliamente utilizado para el analisis de compuestos con grupos amino en alimentos y otros
tipos de muestras [163]—[165]. La ninhidrina (2,2-Dihydroxy-1,3-indanedione) reacciona con
grupos amino en medio acido (pH 3-4) a alta temperatura. El mecanismo de reaccion mas

aceptado actualmente consiste en la formacién de una base de Shiff entre la ninhidrina y el
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aminoacido, la descarboxilacion de esta base y la condensaciéon con otra molécula de

ninhidrina formandose el cromdéforo Purpura de Ruhemann [166].

DETERMINACION DE AMINOACIDOS LIBRES

El contenido en aminoacidos libres de las suspensiones y los sobrenadantes fue
analizado mediante una modificacion del método del Cd-ninhidrina [167]. Una alicuota de 1
mL de reactivo de ninhidrina (en etanol: 50 mM ninhidrina, 5,5 mM CdCl,, 10% v/V de acido
acético) se afiadié a 0,5 mL de muestra convenientemente diluida. La mezcla fue calentada
durante 5 minutos a 84 2C, después enfriada en un bafio de agua y filtrada. Finalmente, se
midio la absorbancia a 507 nm (Shimadzu® UV-3600, Duisburg, Germany). Se construyd una
recta de calibrado con L-leucina y los resultados fueron expresados como % (w/w) de

aminoacidos libres.

DETERMINACION DE PEPTIDOS

Se utilizé el método convencional de la ninhidrina para analizar el total de péptidos y
aminoacidos libres [167]. El reactivo de ninhidrina se preparé diariamente de la siguiente
manera: en un matraz aforado de 20 mL se mezclaron 200 mg de ninhidrina, 20 mg de SnCl,
y 10 mL de 2-metoxietanol, y se enrasé con disolucién tampdn de acetato-citrato (pH 5, 0,5
M 4cido acético y 0,1 M 4cido citrico). La reaccién se llevd a cabo mediante la adicidn de 0,4
mL de reactivo de ninhidrina a 0,2 mL de muestra convenientemente diluida. La mezcla se
calentd en baiio de agua hirviendo durante 20 minutos. Después, los tubos se enfriaron en
bafio de hielo y se afiadié 1 mL de diluyente (acetona/0,1 M Na3POs/agua; 4:2:4). Se midié la
absorbancia a 570 nm (Shimadzu® UV-3600, Duisburg, Germany), y se construyé una recta de
calibrado con L-leucina. Los péptidos se cuantificaron mediante la diferencia entre los
resultados obtenidos con el método convencional y los resultados anteriores de aminoacidos

libres. Los resultados fueron expresados como % (w/w) de péptidos.

74



MATERIAL Y METODOS

3.2.4.7 Determinacion de tioles totales

Los tioles reaccionan con 4-DTDP (4,4-ditiopiridina) formando el aducto tiélico 4-DTDP
y el subproducto 4-TP (4-tiopiridona). La determinacion espectrofotométrica de este
subproducto indirectamente proporciona la cuantificacidon de los tioles. Debido a su pequefio
tamafio, naturaleza anfifilica y a su ausencia de carga, el DTDP rapidamente reacciona con los

sulfihidrilos de las proteinas [168].

Procedimiento y cuantificacion. Una alicuota de 300 pL de suspensién o fraccion

liquida se mezclé con 1,7 mL de tampdn acetato (pH 4,5, 0,1 N, EDTA 0,2 mM). Se aiadid 125
pL de DTDP (4mM en 12 mM HCI), y después de 20 minutos de reaccidon a temperatura
ambiente, se filtré a través de un filtro de 0,45 um de tamafio de poro. La absorbancia de los
filtrados se determiné a 324 nm (Shimadzu® UV-3600, Duisburg, Germany). Se construyeron
rectas de calibraciéon con glutatién como estandar, y los resultados fueron expresados

como % de glutation (w/w).

3.2.4.8 Determinacion de glutation oxidado y reducido

El glutation oxidado y reducido fue analizado enzimdaticamente por triplicado
mediante el ensayo colorimétrico comercial “Bioxytech GSH/GSSG-412" (Oxis International,
Inc., Foster City, U.S.A.) segun las instrucciones del fabricante. El método se basa en el ensayo
de reductasa para la determinacidon de glutation reducido descrita inicialmente por Tietze

[169].

En presencia de DTNB (4cido 5,5'-ditio-bis(2-nitrobenzoico)) y glutatién reductasa, la
adicién de NADPH a la mezcla de reaccidn inicia la progresiva reduccién de GSSG a GSH, que
reacciona con DTNB y forma el producto coloreado TNB (acido 2-nitro-5-tiobenzoico). El
cambio de absorbancia a 412 nm, después de 3 0 4 minutos, es proporcional al glutatién total
presente. Para determinar el glutation oxidado GSSG, se anade el reactivo 1-metil-2-
vinilpiridina trifluorometanosulfonato (M2VP), que bloquea el GSH presente para que no

reaccione con el DTNB. El M2VP tiene dos ventajas fundamentales frente a otros reactivos
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usados para el mismo fin: reacciona muy rapidamente con el GSH presente y no inhibe la

enzima Glutation reductasa.

3.2.4.9 Determinacion de la actividad antioxidante

Los métodos aplicados para la determinacién de la actividad antioxidante (FRAP y
DPPH) fueron los mismos que los utilizados para los vinos espumosos, pero, dado que las
muestras son suspensiones y no disoluciones verdaderas, estos métodos se modificaron
segun la metodologia propuesta por Serpen [170]. También se aplicé el método Folin-

Ciocalteau como ensayo de actividad antioxidante, con sus modificaciones oportunas.

METODO FOLIN-CIOCALTEAU

Una alicuota de 200 pL de cada muestra o fraccién fue mezclada con 6 mL de agua
desionizada en un matraz aforado de 10 mL. Después de afiadir 400 pL de reactivo Folin-
Ciocalteau (Panreac, Barcelona) y 2,3 mL de disolucion de carbonato de sodio (20 % w/w), se
agitd y se enrasd con agua destilada. Los matraces aforados se incubaron a temperatura
ambiente y en oscuridad durante 60 minutos, agitdndose cada 10 minutos. Después se
centrifugaron durante 2 minutos a 10000xg y 4 °C en centrifuga eppendorf 5804R. La
absorbancia de los sobrenadantes se midié a 765 nm (Shimadzu® UV-3600, Duisburg,
Germany). Se realizd una curva de calibrado con Trélox como estandar, y los resultados
fueron expresados como mg equivalentes de Trélox/g peso seco (mg TEQ F-C/g DW). Los

analisis se realizaron por triplicado.

METODO FRAP

El ensayo FRAP aplicado a las muestras y sus fracciones envuelve los siguientes
procedimientos: el reactivo FRAP se prepard diariamente mezclando 2,5 mL de disolucion de
TPTZ (2,5 mL, 10 mM en 40 mM HCl), 25 mL de tampdn acetato (pH 3,6, 0,3 M), y 2,5 mL de
FeCl3-H,0 (20 mM). Después de su calentamiento a 37 2C, 900 uL de reactivo FRAP se mezcld
con 30 L de muestra y 90 pL de H,0 en un vial de reaccién. Después de 4 minutos se agitd

en vortex, y a los 8 minutos totales de reaccién a 37 2C se centrifugd durante 2 minutos a
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10000g y 49C en centrifuga eppendorf 5804R. La absorbancia de los sobrenadantes se midié
a 593 nm frente a un blanco de vino modelo (Shimadzu® UV-3600, Duisburg, Germany). Se
realizaron curvas de calibracién usando Trélox como estdndar y los resultados fueron
expresados como mg Trdélox equivalentes/g seco (mg TEQ/g DW). Los analisis se realizaron

por triplicado.

METopo DPPH

Brevemente, 300 pL de muestra convenientemente diluida se mezclé con un volumen
de disolucién de DPPH 0,094 mM en metanol hasta completar un volumen final de 2 mL. La
mezcla se dejd reaccionar a temperatura ambiente en vial cerrado, y se agitdé durante 1
minuto a los 0, 15 y 25 minutos para facilitar la reaccién superficial. Después de la
centrifugacion a 10000g y 4 2C durante 2 minutos en centrifuga eppendorf 5804R, se midid
la absorbancia a 517 nm (Shimadzu® UV-3600, Duisburg, Germany). Se realizaron curvas de
calibrado con Trélox y los resultados se expresaron como mg Trélox equivalentes/g seco (mg

TEQ/g DW). Los analisis se realizaron por triplicado.

77



78



4.RESULTADOS Y DISCUSION

Descubrir lo que estd delante de nuestras narices requiere de una lucha constante.
-George Orwell—

En primer lugar, se expondran los resultados de evolucién y actividad antioxidante de
vinos espumosos, que constituye una evaluacién indirecta del potencial antioxidante que las
lias demuestran durante el proceso de envejecimiento sur lie. Posteriormente, se describiran
las caracteristicas morfoldgicas y poblacionales de las muestras de lias atendiendo a las
imagenes obtenidas por microscopia confocal y a los resultados de citometria de flujo. Por
ultimo, se analizardn los resultados correspondientes a composicién y actividad antioxidante
de las muestras de lias y de sus fracciones obtenidas mediante los diferentes procesos de
separacion de sus componentes (disrupcion, fraccionamiento de la pared y obtencién de
manoproteinas). Todos los apartados se han finalizado con unas conclusiones parciales, a

modo de resumen, que pretenden resaltar aquellos aspectos mas destacables.

4.1 COMPOSICION Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE VINOS ESPUMOSOS

Se analizd la composicidn y la actividad antioxidante de vinos espumosos industriales
cava y Charmat con diferentes tiempos de envejecimiento sur lie (con lias) y diferentes
tiempos de almacenamiento comercial en bodega (sin lias). Se compararon las evoluciones
de las diferentes series a lo largo del tiempo para determinar el papel de las lias en la actividad

antioxidante de los vinos espumosos.
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4.1.1 Parametros enolégicos generales

Para caracterizar enolégicamente los vinos base y los vinos espumosos en los puntos
iniciales de comparacién, se analizaron parametros enoldgicos generales como pH, grado
alcohdlico, glicerol, etc. En la tabla 4-1 se pueden ver los resultados para los vinos base de los
cupajes A y B. Ambos cupajes cumplen con los requisitos analiticos establecidos para vinos
espumosos cava y Charmat (véase apartado 2.1.1 Elaboracion de vinos espumosos). El acido
glucénico proviene de uva afectada con botritis. Los niveles de los vinos base se pueden
considerar bajos, por lo que las uvas se encontraban en un estado sanitario adecuado durante
la vendimia. Los niveles de anhidrido sulfuroso libre y total estan por debajo de los limites

permitidos, lo que también indica que las uvas estaban en un buen estado sanitario y se

realizaron buenas practicas de fabricacidn de vinos.

A B
pH 2,92 2,94
Azucares totales (g/L) 0,31 0,42
Alcohol (% vol) 10,8 11
Acidez titulable (g/L) 5,7 5,5
Acido citrico (g/L) 0,17 0,19
Acido malico (g/L) 0,66 0,63
Acido lactico (g/L) 0,39 0,36
Acido tartérico (g/L) 3,96 3,54
Acido glucénico (g/L) 0,18 0,3
Glicerol (g/L) 4,37 4,57
Sulfito libre (mg/L) 7 6
Sulfito total (mg/L) 79 66

Tabla 4-1. Parametros enoldgicos generales de los vinos base de los cupajes A y B.

Las tablas 4-2 y 4-3 muestran los valores obtenidos para los vinos espumosos sur lie a

los 9 meses de envejecimiento y los obtenidos para vinos espumosos comerciales en el punto
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0. Los datos obtenidos para 17 meses de envejecimiento sur lie (punto 0 de comparacién con
los cavas reserva), son muy similares a los de los 9 meses. No hay diferencias destacables
entre los valores de espumosos sur lie y comerciales, a excepcion del contenido en azucares
totales. Estas diferencias se deben a la adicion del licor de expedicion después del deglelle,
gue se dosifica con la concentracién adecuada de azlcares segun el tipo de vino espumoso.
En general, los datos obtenidos presentan unos valores acordes con los encontrados

frecuentemente en bodega.

Cava sur lie Charmat sur lie
A B A B
pH 3,02 3,02 3,01 2,99

Azucares totales (g/L) 0,21 0,71 0,32 0,68

Alcohol (% vol) 11,6 11,6 11,5 11,5
Sobrepresién (bar) 71 71 6,1 6,2
Acidez titulable (g/L) 3,7 3,6 3,5 3,4

Tabla 4-2. Parametros enoldgicos generales de los vinos espumosos sur lie a los 9 meses de
envejecimiento segun cupaje Ay B. n=2.

Cavas Cavas reserva Charmats
comerciales comerciales comerciales
A B A B A B
pH 3,02 3,03 2,98 2,98 3,03 3,03
Azucares totales (g/L) 9,8 10,2 9,5 9,3 11 10,8
Alcohol (% vol) 11,6 11,7 11,7 11,8 10,6 10,4
Sobrepresién (bar) 6,2 6,2 6 6,1 4,9 5,1

Acidez titulable (g/L) 3,6 3,6 3,5 3,5 3,3 3,4

Tabla 4-3. Paradmetros enoldgicos generales de los vinos espumosos comerciales (sin lias) a
tiempo 0 segun cupaje Ay B. n=2.
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4.1.2 Evolucidon del contenido en fenoles

Los fenoles son los compuestos que mas influencia tienen en la capacidad
antioxidante de los vinos. Por ello, se analizaron los fenoles totales y los dos grupos de fenoles
mas abundantes en los vinos espumosos: los acidos hidroxicindmicos y los flavanoles [12],
[171]. Las tablas 4-4 y 4-5 muestran los valores medios de los fenoles totales, los acidos
hidroxicinamicos y los flavanoles totales de las muestras de vino en envejecimiento sur lie y
comercial, respectivamente. Los subindices indican diferencias significativas (p<0,05) entre
valores promedio segln tiempo de envejecimiento, después de un andlisis de la varianza

simple (ANOVA) para cada tipo de vino espumoso y un test de rangos multiples.

Se realizd un analisis de la varianza multifactorial (MANOVA) considerando como
factores el tiempo de envejecimiento, el cupaje (A o B) y el tipo de vino (cava o Charmat). Los
niveles de polifenoles totales en las muestras sur lie estan influenciados por el tiempo y por
el tipo de vino espumoso (p<0,05), y no hay interaccidn entre factores. La influencia del
tiempo proviene del primer punto del muestreo, el punto cero, que es significativamente
mayor que el resto de puntos, manteniéndose constantes los niveles de polifenoles totales
después. Esta disminucién de los polifenoles totales en el primer mes puede ser debida a la
absorciéon de polifenoles por parte de las lias [25]. Por otra parte, los polifenoles totales
iniciales (punto 0, que corresponde a una semana de envejecimiento) de las series de
Charmat son mas elevados que los de los cavas (p<0.05), cuando ambos proceden de los
mismos vinos base. Esto puede ser a causa de una menor absorcién en las paredes de las lias,
ya que en el tiraje de los espumosos Charmat se afladen menor nimero de células de

levadura y no se adiciona bentonita (clarificante).

Los valores de acidos hidroxicinamicos son diferentes segin el cupaje, siendo
superiores para el cupaje A (p<0,05). A lo largo el tiempo de envejecimiento, se observa un
incremento de los acidos hidroxicinamicos. Previamente, durante la rima de vinos cava, se
habia reportado una disminucidon de los acidos hidroxicindmicos hasta el mes 12 de
envejecimiento sur lie, para luego aumentar progresivamente y disminuir nuevamente a

partir de los dos afios de envejecimiento [25]. Este comportamiento se asocid a la absorcidn
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inicial de polifenoles por parte de la levadura, que se liberan posteriormente para finalmente
oxidarse. Otros estudios sobre evolucion de fenoles durante el envejecimiento sur lie de
espumosos tradicionales y Charmat, no encontraron cambios en los acidos hidroxicinamicos
totales [10]. Es posible que los cambios encontrados se deban a reacciones de hidrélisis que

aumentan el contenido en acidos fendlicos libres [172].

Los niveles de flavanoles también se incrementan con el tiempo, no influyendo el tipo
de vinos espumoso ni el cupaje (p<0,05). Es probable que este aumento se deba a la hidrdlisis
de las proantocianidinas y la aparicidon de flavanoles mondmeros en los vinos mas que a un
aumento de los flavanoles totales, ya que la reaccién de la vainillina produce absorbancias
mas altas con la catequina mondmera que con los polimeros de ésta [144], y se ha reportado

un aumento de catequina con el tiempo de envejecimiento sur lie de cavas [31].
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Polifenoles Hidroxicinamatos
totales totales Flavanoles totales
(mg GAE/L) (mg caf/L) (mg cat/L)
Tipo  Tiempo A B A B A B
Cava 0 175,14 174,9, 22,25,  21,33.c 10,32, 11,71,
1 161,5ap 161,4, 21,48, 20,07, 18,03nc 13,684
3 155,3ap 164,4, 23,20 20,91 15,41 17,32
6 155,02 161,5, 22,124 22,58y 14,872 16,404
9 157,9ab 160,44 23,62 22,67hc 16,424 16,55ap
13 150,1p 161,3, 23,82, 21,79 15,044 19,624
17 160,0ab 161,7, 24,52, 22,85 22,004 16,46
21 161,9ap 155,5, 24,65, 21,224 19,49pcd 19,90p
30 160,84 168,14 24,52, 23,68 24,234 20,45,

Charmat 0 199,5, 193,8, 21,04, 21,15, 13,34, 16,37,
1 169,9% 176,2a6 22,054 22,255 15,73anc 18,14,
3 169,6p 179,1ab 22,614 21,72, 15,28z 17,75,
6 182,5zp 182,3ab 22,272 23,095 15,70abc 15,56,
9 186,1ab 173,3p 24,10y 21,645 15,77anc 16,78,
13 181,2ap 177,44 24,21y 23,09; 16,99 19,82,

17 182,25 183,0p 22,91 24,19, 18,73 18,04,

Tabla 4-4. Valores medios de fenoles totales, hidroxicinamatos totales y flavanoles totales de
vinos espumosos cava y Charmat a diferentes tiempos de envejecimiento sur lie (n=6 en cada punto
de muestreo). Los subindices diferentes indican diferencias significativas segun test de rangos
multiples entre diferentes tiempos de envejecimiento (p<0,05).

Con los valores de polifenoles totales, acidos hidroxicinamicos y flavanoles de las
muestras de vinos espumosos comerciales (sin lias) y los factores tiempo, cupaje y tipo (cava,
cava reserva y Charmat) se realizaron dos andlisis de la varianza multifactorial diferentes. En
el primer andlisis de la varianza multifactorial (Manova 1), se compararon los vinos cava (9
meses en envejecimiento sur lie) con los cavas reserva (17 meses de envejecimiento sur lie).
Al igual que en el envejecimiento con lias, los valores de fenoles totales son superiores para
el punto 0 de envejecimiento, y luego permanecen sin cambios (p<0,05). Los valores globales
de fenoles totales, acidos hidroxicindmicos y flavanoles son superiores para los cavas reserva,
posiblemente por su periodo de envejecimiento sur lie mayor que, como se ha indicado en el

apartado anterior, aumenta los niveles de acidos hidroxicinamicos y flavanoles.
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En el segundo analisis de la varianza multifactorial (Manova 2), se compararon los
vinos cava con los Charmat. Ambos tipos de muestras tienen el mismo tiempo de
envejecimiento en lias (9 meses), pero diferente ratio de contacto entre la liay el vino, siendo
mayor para el cava. En este caso, el factor “tipo” de vino espumoso también es importante,
al igual que el tiempo de envejecimiento comercial. El cupaje seria un factor que tendria
influencia en los valores de fenoles totales y los acidos hidroxicinamicos (p<0,05). Los valores

de fenoles totales y acidos hidroxicinamicos del cava son superiores a los de Charmat.

Polifenoles Hidroxicinamatos Flavanoles
totales totales totales
(mg GAE/L) (mg caf/L) (mg cat/L)
Tipo Tiempo A B A B A B
Cava 0 194,2, 191,4, 23,284 22,53, 9,12, 12,90,
4 162,8, 167,3p 21,48, 20,78, 9,54, 8,55,

8 174,6a 175,80 23,18a 23,55, 10,80, 12,70,
12 182,6a 179,3ab 24,58a 19,68, 9,84, 8,50,
21 1949, 173,0o 25,43p 24,70, 11,762 12,00,

Cava 0 194,8, 192,3, 23,70, 23,65, 13,81ap 10,552
reserva 4 201,5; 189,1, 25,104 24,824 13,624 8,50.p
12 176,8p 182,00 24,68, 24,48 11,55; 9,15

30 197,5. 184,6a 27,78y 26,23y 17,15y 7,65p

Charmat 0 190,2, 157,5; 18,8 17,25, 11,75, 8,59,
4 177,92 168,9, 18,03, 18,17, 12,155, 11,00,
8 173,8, 168,7. 19,57a 18,92, 13,254 9,704
12 170,72 163,92 19,154 17,78 13,95, 10,50,
21 175,8,. 162,9; 20,21, 18,93, 14,41, 12,00,

Tabla 4-5. Valores medios de fenoles totales, dcidos hidroxicindmicos y flavanoles totales de
los vinos espumosos cava y Charmat a diferentes tiempos de envejecimiento comercial (sin lias) (n=6
para cada punto de muestreo). Los subindices diferentes indican diferencias significativas segtn test
de rangos multiples entre diferentes tiempos de envejecimiento (p<0,05).
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4.1.3 Evolucion del sulfito libre y total

El anhidrido sulfuroso es un aditivo antioxidante que se afiade en varias etapas de la
elaboracién de vinos espumosos (véase apartado 2.1.1). Como compuesto antioxidante, es
necesario analizarlo y tener en cuenta su concentracién en estudios sobre capacidad
antioxidante de vinos [173]. Se analizé el contenido en sulfito libre, el que esta disponible
para reaccionar y actua de antioxidante en primer lugar, y el contenido en sulfito total, que
es la suma del sulfito libre y combinado. El sulfito combinado puede estar reversible o
irreversiblemente unido a otros compuestos del vino, como polifenoles (sulfito combinado
reversiblemente) o aldehidos (sulfito combinado irreversiblemente). El sulfito combinado
reversiblemente también puede reaccionar bajo las condiciones de los ensayos de actividad

antioxidante, y su interferencia es mayor en el método FRAP que en el DPPH [174].

Los valores de sulfito libre de las muestras en envejecimiento sur lie son muy bajos,
estando todos por debajo del limite de cuantificacion del método (6 mg/L). La actividad de
las levaduras genera acetaldehido que se combina irreversiblemente con el sulfito libre, lo
gue puede ser la causa de tan bajos niveles en estas muestras [41]. En los vinos espumosos
en envejecimiento comercial sélo se encuentran valores de sulfito libre por encima de 6 mg/L
en los puntos iniciales y a los cuatro meses de envejecimiento, 0 y 4 meses respectivamente

(tabla 4-6).

Tipo Tiempo A B
Cava 0 18, 17,
4 11y 10p
Cava reserva 0 18, 15,
4 7o %
Charmat 0 18, 22,
4 7o 7o

Tabla 4-6. Valores promedio de sulfito libre (mg/L) de los vinos espumosos en envejecimiento
comercial (sin lias) (n=4). Los subindices diferentes indican diferencias significativas segun test de
rangos multiples entre diferentes tiempos de envejecimiento (p<0,05).
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Las figuras 4-1 y 4-2 muestran la evolucién del contenido en sulfito total de las
muestras de vinos espumosos. Los valores iniciales son significativamente mas bajos (p<0,05)
en las muestras en envejecimiento sur lie respecto a las muestras comerciales, debido a que
las segundas provienen de un deglielle en el que se ha afadido el licor de expedicién que
contiene sulfito. También existen diferencias en cuanto al cupaje; el cupaje A tiene valores
mas altos que el B (p<0,05), siendo esta diferencia mayor para las muestras en
envejecimiento sur lie, alrededor del 25 %, debido a que el vino base de cupaje A contenia

mayores valores de sulfito total (tabla 4-1).

Tanto en envejecimiento en lias como comercial, a excepcidon de las muestras en
envejecimiento sur lie de Charmat, en los cuatro primeros meses hay un descenso
significativo (p<0,05) en los valores del sulfito total, igual que ocurre para el sulfito libre de
vinos espumosos comerciales. Esto se justifica por la entrada de oxigeno inicial al embotellar
las muestras, que reacciona en primer lugar con el sulfito libre, y a medida que éste se va

gastando, con el sulfito combinado reversiblemente.

Las ratios de disminucidn en los vinos espumosos cava en rima se estabilizan a partir
del mes 9 de envejecimiento, disminuyendo por debajo de 1 mg/L al mes, mientras que los
Charmat permanecen constantes a lo largo de todo el envejecimiento. Para los vinos
espumosos comerciales, la ratio de descenso promedio después de 4 meses de
envejecimiento es algo mayor; 2 mg/L al mes para cava y 1,5 mg/L al mes para reserva y
Charmat. Estas disminuciones son pequefias comparadas con las que se ha encontrado en
vinos blancos almacenados a 28 2C, donde se han observado pérdidas de sulfito total de 24

mg/L al mes [175].
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Figuras 4-1. Valores promedio y desviaciones estdndar de los contenidos en sulfito total de los
vinos espumosos en envejecimiento en lias (figura A: cava, figura B: Charmat); n=4.
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Figuras 4-2. Valores promedio y desviaciones estdndar del contenido en sulfito total de los
vinos espumosos comerciales (sin lias) (figura C: cava envejecido 9 meses, figura D: cava reserva, figura
E: Charmat); n=4.
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4.1.4 Evolucion de la actividad antioxidante

Las tablas 4-7 y 4-8 muestran los valores medios de las actividades antioxidantes
medidas con los métodos FRAP y DPPH de las muestras de vino en envejecimiento sur lie y
comercial, respectivamente. Los subindices indican diferencias significativas (p<0,05) entre
valores promedio segln tiempo de envejecimiento después de la aplicacidn de un analisis de
la varianza simple y un test de rangos multiples. Los resultados de las actividades
antioxidantes obtenidos mediante los dos métodos aplicados mostraron valores comparables
y una correlacién global significativa (coeficiente de correlacion r=0,70, p<0,05). Los mayores
valores globales de actividad antioxidante de las muestras comerciales se deben a su mayor

contenido en sulfito total (40 % mds en promedio).

Se realizd un analisis multifactorial con los datos de actividades antioxidantes de los
vinos espumosos en envejecimiento con lias (tabla 4-7) como variables dependientes, y como
factores tiempo, cupaje y tipo de vino espumoso (cava o Charmat). Se observé interacciéon
entre factores. El tipo de vino espumoso en elaboracién es un pardmetro que afecta a su
actividad antioxidante (p<0,05). El tiempo de envejecimiento sur lie no tiene influencia, y la
actividad antioxidante no cambia. Estos resultados no estan de acuerdo con los obtenidos
por Stefenon [10], que observa un descenso en la actividad antioxidante a lo largo del
envejecimiento en lias de vinos cava y Charmat. El cupaje seria un factor que si influirian en
el caso de las actividades antioxidantes medidas por FRAP, siendo los valores promedios de
A superiores a los de B (p<0,05), probablemente por las mayores cantidades de sulfito del

cupaje A.
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FRAP (uM TEQ) DPPH (uM TEQ)
Tipo Tiempo A B A B
cava 0 613,2ab 612,9, 191,3, 172,04
1 606,4ab 564,5y 177,8ab 165,5,
3 610,9ab 615,64 170,120 169,8a
6 581,2, 597,9, 175,42 167,6a
9 597,820 599,8, 181,0ap 167,2,
13 628,5p 568,5p 187,1ab 169,6a
17 629,8p 614,4, 183,54 169,3a
21 629,2, 593,0ab 167,8p 166,44
30 589,4, 613,04 183,44 177,5a
Charmat 0 820,5ab 788,54 190,6ab 225,9a
1 772,1, 766,9ab 177,74 210,4ab
3 785,8, 750,3ap 198,41 212,7ab
6 843,3ab 761,7ab 202,1ap 218,9ab
9 869,05, 740,7, 222,6y 211,8b
13 836,2ab 775,0ab 190,6ab 217,3ab
17 837,6ab 780,4ab 195,7ab 213,9ab

Tabla 4-7. Valores medios de actividad antioxidante medida con los métodos FRAP y DPPH de
los vinos espumosos cava y Charmat a diferentes tiempos de envejecimiento sur lie (n=6 para cada
punto de muestreo). Los subindices diferentes indican diferencias significativas segun test de rangos
multiples en funcion del tiempo de envejecimiento (p<0,05).

En la tabla 4-8 se pueden ver los resultados de actividades antioxidantes promedio de
los vinos espumosos en envejecimiento comercial (sin lias). Al igual que con los datos de
polifenoles, también se realizaron dos analisis de la varianza multifactorial con los valores de
actividades antioxidantes de los vinos espumosos en envejecimiento comercial como variable
dependiente y como factores el tiempo en envejecimiento comercial, el cupaje y el tipo de

vino espumoso (cava, cava reserva, Charmat). Se observd interaccion en ambos andlisis
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multifactoriales. El tiempo y el tipo de vino espumoso fueron factores que mostraron

influencia significativa (p<0,05).

Las comparaciones de las evoluciones de actividades antioxidantes entre vinos
espumosos con lias (envejecimiento sur lie), y vinos espumosos sin lias (envejecimiento
comercial), se ha realizado de manera observacional y descriptiva. Como se indicé al principio
del apartado actual, los vinos espumosos comerciales parten de unos niveles superiores de

actividad antioxidante que se relacionan con los mayores valores de sulfito total.

En las evoluciones individuales de cada serie de vino espumoso comercial se puede
ver que en el caso de los cavas reserva y Charmat, la capacidad antioxidante tiende a
disminuir con el tiempo, a diferencia de lo que ocurria durante la rima, donde se mantenian
constantes a lo largo de todo el envejecimiento. Las disminuciones de sulfito total son
pequefias y similares entre periodo sur lie y comercial, por lo que es de suponer que afecten
en la misma medida. Para las dos series de cava comercial (9 meses en envejecimiento sur

lie), no se observan cambios en la actividad antioxidante con el tiempo.
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FRAP (UM TEQ) DPPH (uM TEQ)

Tipo Tiempo A B A B
Cava 0 1071,0, 1027,8, 247,8, 237,0,
4 738,54 918,7, 219,1, 209,0p
8 970,30 954,7 210,6p 216,0p
12 989,24 949,8y 212,11, 212,2;
21 974,8p 971,040 216,5y 201,7y
Cava 0 998,3, 1176,04 241,0, 235,3,
reserva 4 918,0p 1017,5p 200,1p 213,54
12 797,7. 1004,3, 185,4 215,6p
30 771,7. 853,3¢ 172,5p 197,3p
Charmat 0 971,2, 876,7; 230,44 200,4,
4 800, 8¢ 789,7, 198,0p 182,14
8 787,7vc 715,04 208,0p 179,7ab
12 829,2 746,7 204,7y 168,3p
21 760,0¢ 693,84 206,60 167,6p

Tabla 4-8. Valores medios de actividades antioxidantes medidas con FRAP y DPPH de los vinos
espumosos cava y Charmat a diferentes tiempos de envejecimiento comercial (sin lias) (n=6). Los
subindices diferentes indican diferencias significativas segun test de rangos multiples en funcion del
tiempo de envejecimiento (p<0,05).

Se realizaron correlaciones de Pearson entre los valores de actividad antioxidante y la
composicion de las muestras en envejecimiento sur lie y comercial (tabla 4-9). Sélo se
encontraron correlaciones significativas (p<0,05) entre la actividad antioxidante y el
contenido en polifenoles totales en el caso del periodo sur lie, y entre la actividad
antioxidante y los polifenoles totales y dacidos hidroxicindmicos (FRAP) en el periodo
comercial. Estas correlaciones fueron mas pequefias que las obtenidas por otros autores [12],

aunque en otros casos no se encontro correlacion significativa alguna [14].
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FRAP DPPH
(MM TEQ) (WM TEQ)

Sur lie Fenoles totales 0,52 0,58
n=96 Hidroxicinamatos - -
Flavanoles i i

Comercial Fenoles totales 0,25 0,38
(sinlias)  Hidroxicinamatos 0,43 -
n=84 Flavanoles - -

Tabla 4-9. Valores R? de las correlaciones obtenidas entre la actividad antioxidante y el
contenido en fenoles totales, dcidos hidroxicindmicos, y flavanoles totales, para los dos periodos de
envejecimiento de las muestras de vino espumoso (p<0,05).

4.1.5 Conclusiones del capitulo

A diferencia de los vinos tranquilos, donde la capacidad antioxidante muestra una alta
correlacién con el contenido en fenoles [176], [177], en los vinos espumosos esta correlaciéon
es mucho menor. Esta menor correlacién se debe a que el contenido en fenoles totales es
muy inferior, por lo que otras sustancias que contenga el vino espumoso pueden cobrar
importancia en el cdmputo global de su actividad antioxidante. Tal es el caso del sulfito total,
que influye en los niveles de actividad antioxidante iniciales en los vinos espumosos, pero no

en su evolucion.

Los vinos espumosos se caracterizan por un envejecimiento bioldgico en sus propias
lias, en el cual se produce el proceso de autolisis. Este proceso implica una cesiéon de
compuestos de la lia al vino, tanto de la pared como del citoplasma, algunos de los cuales
pueden poseer capacidad antioxidante [13]. Durante el envejecimiento sur lie, la actividad
antioxidante de los vinos espumosos no cambia. Sin embargo, una vez se retiran, en los cavas
reserva y en los espumosos Charmat se observa un descenso en la actividad antioxidante.

Este descenso no ocurre en los cavas comerciales envejecidos 9 meses.
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El efecto protector de la presencia de lias sobre la actividad antioxidante se produce,
por lo tanto, en los espumosos con menor contacto con lias (Charmat), y en los vinos
espumosos que han sufrido una oxidacién mayor (reserva), es decir, en los vinos espumosos
mas desprotegidos. La presencia de las lias puede modular la actividad antioxidante de los
vinos espumosos, dotandolos de compuestos que pueden ejercer un efecto protector sobre

la actividad antioxidante durante el envejecimiento sur lie.

4.2 CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y POBLACIONAL

4.2.1 Visualizacién por microscopia éptica confocal

Las figuras 4-3, 4-4, 4-5 y 4-6 muestran imdagenes de microscopia éptica confocal de
contraste de fases representativas de las muestras de primera fermentacidén, segunda
fermentacion del cava, Charmat y Levaduras Secas Inactivas (LSI), respectivamente. Todas las
muestras tienen tamafios similares, con 5 um de didmetro largo y 3 um de didmetro estrecho,

y la forma ovoide tipica de S. cerevisiae. La pared celular estd integra.

En las imagenes de primera fermentacidn del cava se puede observar que contienen
residuos sélidos, que probablemente correspondan a cristales de bitartrato de potasio. Las
lias de segunda fermentacion del cava aparecen mas heterogéneas que las del Charmat,
pudiéndose ver restos celulares entre células intactas. Finalmente, las muestras de Levaduras
Secas Inactivas (LSI) aparecen aglomeradas bajo el microscopio, lo que puede ser un resultado

del propio proceso de produccion de estas muestras comerciales, el spray-drying.
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Figura 4-3. Imdgenes representativas (n=10) de microscopia dptica confocal de las lias de
primera fermentacion.

Y

\'\':(

Figura 4-4. Imdgenes representativas (n=10) de microscopia dptica confocal de las lias de
segunda fermentacion.
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Figura 4-5. Imdgenes representativas (n=10) de microscopia dptica confocal de las lias de
segunda fermentacion del Charmat.

Figura 4-6. Imdgenes representativas (n=10) de microscopia optica confocal de las muestras
de Levaduras Secas Inactivas (LSI).

4.2.2 Caracterizacién de las lias por citometria de flujo

Saccharomyces cerevisiae ha sido la levadura mas investigada mediante el uso de la
citometria de flujo, haciéndose especial énfasis en su ciclo celular [151]. De este
conocimiento cientifico se ha derivado la aplicacion de la citometria de flujo a la
monitorizacién, optimizacion y control de calidad en fermentaciones industriales. Sin
embargo, hasta la fecha, no se ha empleado en el estudio de los subproductos de estas

industrias.
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En este trabajo se han utilizado dos tipos de citdmetros de flujo: Multisizer TM Coulter
Counter (Beckman Coulter, Inc, Fullerton, CA), citdmetro de medida por impedancia con el
gue se han analizado tamafios celulares, y Beckman Coulter Gallios (Beckman Coulter, Inc,
Fullerton, CA), citdmetro de medida por laser con el que se han determinado parametros de
dispersién y fluorescencia. La citometria de flujo se ha utilizado para la cuantificacién de
células, la determinaciéon de los tamafios relativos y la granulosidad del citoplasma, y la
caracterizacién de la disrupcién celular de muestras de lias recuperadas de la elaboracién de
vinos espumosos y de una levadura seca inactiva comercial. Adicionalmente, las muestras se
han marcado con dos tinciones fluorescentes de acidos nucleicos (SYTO 13 y yoduro de

propidio) para la cuantificacion de la posible viabilidad celular.

4.2.2.1 Evaluacion inicial de la ruptura celular

El citémetro Multisizer TM Coulter Counter se utilizé en una fase inicial para evaluar
el tiempo necesario de disrupcidon en molino de bolas a fin de conseguir una rotura maxima.
Estas pruebas se realizaron sobre lia de segunda fermentacion del cava. Las figuras 4-7 - 4-
11 muestran los histogramas de distribucién de particulas por tamafio de las suspensiones de
lias de segunda fermentacién del cava sin lavar y lavadas, y de sus suspensiones después de

la disrupcidn en molino; lias rotas, paredes y citoplasma.

En las figuras 4-7 y 4-8 puede observarse que la distribucion de tamafios de la
suspension de lias enteras se ajusta a una curva de Gauss, con un valor promedio de 4 um.
Esto indica que la poblacion de células es bastante homogénea, aunque no es simétrica,
porque hay un mayor nimero de particulas pequefias. Después de lavar la suspensién (figura

4-17), disminuyen estas particulas pequenas.

Las figuras 4-9, 4-10 y 4-11 muestran la distribucién de tamafos después de la
disrupcion celular. La distribucion de las lias rotas y las paredes es muy similar. Aunque el
equipo no puede detectar tamafios inferiores a 2 um, puede verse también aqui una curva
gaussiana de distribucién, con valores promedio inferiores a 3 um y mayor nimero de

particulas pequefias. La distribucidon de tamafios en el citoplasma es mucho mas amplia, con
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predominio de particulas pequenas, inferiores a 3 um, pero también con particulas mas

grandes, alrededor de 7 um.
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Figura 4-7. Histograma representativo (n=6) de la distribucion de suspension de lias brutas en
vino modelo.
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Figura 4-8. Histograma representativo (n=6) de la distribucion de particulas de la suspension
de lias netas en vino modelo.
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Figura 4-9. Histograma representativo (n=6) de distribucion de particulas de la suspension de
lias rotas en vino modelo.
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Figura 4-10. Histograma representativo (n=6) de distribucion de particulas en la suspension de
paredes de levaduras en vino modelo.
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Figura 4-11. Histograma representativo (n=6) de la distribucion de particulas en el citoplasma.

Para calcular el grado de disrupcion celular, se tomaron los tamafios entre 3 y 5 um
como intervalo de células “enteras”, ya que por microscopia confocal se vio que eran los
tamaiios mas habituales de las células. Para cuantificar el valor de particulas total, se tomé el

intervalo entre 2y 8 um.

De esta manera, se calculé el porcentaje de células enteras como:

_ (n® células enteras .
% CE = ( /n9 total de particulas) 100

El porcentaje de células rotas como:
% CR = 100 — % células enteras

Y finalmente, la ratio de rotura como:

_ % células rotas
RR = / % células enteras

El porcentaje de lias enteras de las suspensiones iniciales (sin tratamiento de

disrupcién) fue del 71 %, con una desviacion estandar del 3 %.
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Para determinar la concentracion y el tiempo adecuado de disrupcion, se midieron y
calcularon los porcentajes de rotura y el diametro promedio de las curvas gaussianas a
diferentes concentraciones de células en suspension (50, 150, 250, 350, 450 y 550 mg/mL en
peso fresco), y a diferentes tiempos de tratamiento en molino de bolas (0, 10, 20 30 y 40

minutos), a 30 Hz de frecuencia (maxima frecuencia de vibracion del instrumento).

En las graficas 4-12 y 4-13 se representan las ratios de rotura y los didmetros medios

de las distribuciones de particulas segun tiempo de disrupcién, respectivamente.

|—®—50mg/mL
--0O-- 150 mg/mL
|+ 250 mg/mL
==X~ 350 mg/mL
~<p-- 450 g/mL
1-3¢- 550 mg/mi

Ratio rotura
[6)]
1

0 T T T T T T T T
0 10 20 30 40

Tiempo (minutos)

Figura 4-12. Ratio de rotura segun tiempo de disrupcion en molino de bolas de las diferentes
concentraciones de lias. Cada punto corresponde a 6 suspensiones (n=6).
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Figura 4-13. Diametro promedio de rotura segun tiempo de disrupcion en molino de bolas de
las diferentes concentraciones de lias. Cada punto corresponde a 6 suspensiones (n=6).

En la figura 4-12 se puede observar que el ratio de ruptura aumenta linealmente con
el tiempo de disrupcion. Ademas, las diferentes concentraciones de suspensiones de lias se
dividen en dos grupos: las de concentracion mas baja (50-250 mg/L), y las de concentracién
mas alta (350-550 mg/L). Las concentraciones mas bajas se rompen en mayor medida que las
mas altas. Dentro de este grupo, las concentraciones de 150 mg/mLy 250 mg/mL durante 40

minutos de disrupcidn alcanzarian la rotura mayor.

No obstante, se observd que este tiempo tan largo de dirupcién en molino implicaba
un aumento de la temperatura del vial donde estaba contenida la suspension, por lo que se
eligié un tiempo de disrupcion de 30 minutos. Con este tiempo de tratamiento en molino, las
suspensiones de 150 mg/mL son las que experimentan una disrupcion mayor, pero se prefirié
finalmente la concentracién de 250 mg/mL porque se observd que era mas adecuada para

las determinaciones quimicas posteriores.
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Por lo tanto, las condiciones de disrupcion que se aplicaron para el resto de muestras
fueron una concentracién de 250 mg/mL (en peso humedo) y 30 minutos de disrupcion en
molino de bolas a 30 Hz. A esta suspension inicial le corresponde una concentracion de lias
de segunda fermentacion de cava de 1,4E+10 células enteras/g seco, que después de la

disrupcién baja a 0,18E+10 células enteras/g seco.

4.2.2.2 Sefales de dispersion

Las senales de dispersién se correlacionan con la naturaleza celular y las propiedades
de refraccion, como caracteristicas superficiales y estructura interna. Las sefales de
dispersién son caracteristicas de cada particula, por lo que pueden utilizarse para distinguir

entre diferentes tipos de células en muestras heterogéneas o con restos celulares [178].

El tamano relativo de las muestras se ha estimado con los valores de dispersion frontal
(“Forward-Scattered light”), y la granulosidad o complejidad del citoplasma con la dispersién
lateral (“Sideways-Scattered light”). Estas sefiales de dispersion se han utilizado para
cuantificar el niumero de células en las suspensiones mediante un gattering en el citograma
de dispersion frontal (FS) vs. dispersién lateral (SS). El porcentaje de particulas de esta
seleccion se ha considerado como el porcentaje de “células enteras” de las muestras. En las
figuras 4-14 y 4-15 pueden verse los citogramas biparamétricos de dispersidn obtenidos antes
y después de la disrupcién, y en las figuras 4-16 y 4-17 los histogramas de dispersién,

respectivamente. Todos ellos son imagenes representativas de todas las medidas realizadas.

Comparando las graficas de dispersion antes de la disrupcion (figura 4-14), se puede
observar que la muestra mas heterogénea y con mas restos (celulares o de vino) es la de lias
de primera fermentacién. Tanto en los histogramas de dispersién frontal “FS” como de
dispersién lateral “SS”, se advierte una poblacidén principal de células y una subpoblacién,
menos numerosa. Después de la disrupcion, desaparece la poblacién de células y se
incrementa esta zona, lo que indica que se tratan principalmente de restos celulares. Aunque
en menor medida que las de primera fermentacidn, las lias de segunda fermentacion también

aparecen heterogéneas en los graficos, con una zona pequefia de restos celulares que se
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incrementa después de la disrupcion. Como era esperable, las muestras mas homogéneas en

cuanto a contenido celular son las de Charmat y las LSI.

Las muestras de Charmat en los histogramas de FS muestran dos poblaciones,
solapadas entre si, que no se observan en los histogramas de SS. Las de mayor tamano
relativo (mayor valor de FS) probablemente correspondan a células en diferentes estadios de
gemacion. Mientras que, en todas las muestras de lias la curva de gaussiana caracteristica de
las poblaciones microbianas desaparece, en las muestras comerciales (LSI) se hace mds ancha
y aparecen restos celulares. Esto indica que la disrupcion ha sido extensa en las muestras de
lias, pero mucho menor en las muestras de Levaduras Secas Inactivas (LSI). Este menor grado
de disrupcion bajo las mismas condiciones de ruptura del molino puede deberse no sélo a las
propias caracteristicas de estas paredes, sino también al hecho de que las células estan

aglomeradas, como pudo observarse en las imagenes de microscopia confocal.
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Figura 4-14. Citogramas biparamétricos de las sefiales de dispersion de las muestras antes de
la disrupcion; (A) lias de primera fermentacion del cava; (B) lias de sequnda fermentacion del cava, (C)
lias de sequnda fermentacion del Charmat, y (D) Levaduras secas inactivas LSI, (unidades logaritmicas).
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Figura 4-15. Citograma biparamétrico de las sefiales de dispersion de las muestras después de
la disrupcion; (A) lias de primera fermentacion del cava; (B) lias de sequnda fermentacion del cava, (C)
lias de sequnda fermentacion del Charmat, y (D) Levaduras secas inactivas LSl (unidades logaritmicas).
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Figura 4-16. Histogramas de las sefiales de dispersion frontal (log FS vs. numero de particulas)
de las muestras antes (drea roja) y después de la disrupcion (drea azul); (A) lias de primera
fermentacion del cava; (B) lias de segunda fermentacion del cava, (C) lias de segunda fermentacion

del Charmat, y (D) Levaduras secas inactivas (LSl).
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Figura 4-17. Histogramas de las sefiales de dispersion lateral (log SS vs. numero de particulas)
de las muestras antes (drea roja) y después de la disrupcion (drea azul); (A) lias de primera
fermentacion del cava; (B) lias de sequnda fermentacion del cava, (C) lias de sequnda fermentacion

del Charmat, y (D) Levaduras secas inactivas (LSI)

Como se indicé anteriormente, el porcentaje de particulas obtenidos de los gattering
realizados en los citogramas bidimensionales de dispersién (FS frente a SS; figura 4-14), se
considerd como el porcentaje de células enteras (% CAD). El mismo gattering se realizd en los
citogramas bidimensionales de dispersion de las muestras después de la disrupcidén (figura 4-
15), obteniéndose el porcentaje de células después de la disrupcion (% CDD). Con estos datos,

se hallaron los porcentajes de rotura promedios (% RP) segun la formula:
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% CAD — % CDD
% CAD

% RP = 100

La tabla 4-10 muestra los valores medios y las desviaciones estdndar de células por
gramo de peso seco, el porcentaje de células antes de la disrupcion, el porcentaje de células
después de la disrupcidn y el porcentaje de ruptura celular de cada una de las muestras. Las
muestras de primera fermentacién son las que tienen el menor nimero de células por gramo
seco, posiblemente porque contienen restos celulares y tartratos de la primera fermentacion.
A diferencia de éstas, las muestras de Charmat tienen el nimero de células por gramo seco
mas alto, probablemente porque estas muestras han sufrido una autolisis mas corta (hay
menos restos celulares), y ademds no contienen bentonitas. Como ya se podia ver en los
histogramas de FS y SS, las células que han sufrido una extensién mayor de rotura son las de
primera fermentacion, mientras que las Levaduras Secas Inactivas (LSI) son las que han

resistido mejor las condiciones del molino.

Comparando las concentraciones de células de las muestras de lias de segunda
fermentacion de cava con las obtenidas previamente con el citémetro Multisizer (1,48E+10
células/g seco), se puede ver que el citémetro Gallios mide alrededor de un 20 % menos de

células para la misma concentracion inicial.

Muestra Células/g DW % CAD % CDD % RP

12 Fermentacion 1,67E+09, 56, 8, 86,

22 Fermentacion 1,12E+10p 83p 29, 65p
Charmat 2,76E+10. 96, 31p 68p
Levaduras secas inactivas 2,30E+09, 93, 65 30

Tabla 4-10 Numero de células por gramo seco (DW), % de células antes de la disrupcion (%
CAD), % de células después de la disrupcion (% CDD) y % de rotura promedio (% RP) de cada una de las
muestras. Los subindices indican diferencias significativas entre muestras segun test de rangos
multiples (p<0,05).
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4.2.2.3 Sefales de fluorescencia

Las muestras se marcaron con dos fluorocromos para acidos nucleicos: SYTO 13,
permeable a la membrana plasmatica, y yoduro de propidio, el cual sélo puede penetrar la
célula si las membranas plasmaticas estan rotas (tincion por exclusion). De esta manera, se
pretende cuantificar entre células con membranas rotas (se marcan con ambos
fluorocromos), y células con membranas intactas (sélo se marcan con SYTO 13) [179]. Las
células con membranas intactas en principio podrian considerarse “viables”. La integridad de
la membrana indica que la célula podria potencialmente generar gradientes y mostrar

actividad metabdlica, pero no garantiza la replicacién [178].

Las figuras 4-18 y 4-19 muestran los citogramas de fluorescencia verde (FL1; SYTO 13)
frente a fluorescencia roja (FL3; yoduro de propidio) de las muestras enteras y las muestras
rotas, respectivamente, de las zonas donde se realizd el gattering inicial con los pardmetros
de dispersion. Al restringirse a esta zona donde estdn las células enteras, las sefales de
fluorescencia que se tienen en cuenta son las de los fluorocromos unidos a acidos nucleicos
dentro de las células. Los citogramas 4-18 y 4-19 se dividieron en cuatro partes segun los
valores altos o bajos de fluorescencia verde (FL1) y de fluorescencia roja (FL3) de las células.
De esta manera, la zona Q1 corresponde a valores bajos relativos de fluorescencia verde
(tincidn con SYTO 13) y altos de fluorescencia roja (tincion con yoduro de propidio); una
proporcidn alta de células en esta zona indicaria una tincién incorrecta por parte del SYTO 13.
Las células situadas en la zona Q2 son células marcadas tanto por el SYTO 13 como por el
yoduro de propidio, por lo que son células con membranas dafiadas, y, por lo tanto, no viables.
Las células de Q3 corresponderian a células que sélo se han tefiido con SYTO 13, lo que implica
gue conservarian, en principio, la integridad de la membrana y serian “viables”. Finalmente,

las células de Q4 no se habrian marcado correctamente con ninguno de los fluorocromos.

La gran mayoria de células enteras (>90%) de todas las muestras antes de la disrupcién
se encuentran en la zona Q2 (figura 4-18), lo que indica que son células con membranas rotas
y no viables. Los valores mayores (>98 %) corresponden a las muestras de primera

fermentacion, segunda fermentacién del Charmat y LSI. Las de primera fermentacion no han
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sufrido un proceso autolitico, pero han permanecido en disoluciones con altas
concentraciones de sales, principalmente tartratos, por lo que han sufrido dafos. Las lias de
segunda fermentacion del Charmat proceden de un envejecimiento corto, inferior a 3 meses,
pero al parecer suficiente para afectar a la membrana plasmatica de las células. Finalmente,
las muestras LS| también muestran la membrana comprometida, lo cual es debido al proceso
de secado y conservacidn por spry-drying, en el cual se puede perder completamente la

viabilidad celular [180].

En los citogramas se puede ver que las lias de segunda fermentacion contienen
alrededor del 10 % de células “viables”. Estas muestras han sufrido un largo proceso autolitico,
superior a 9 meses, lo que se sabe afecta en gran medida a la integridad de la membranay a
la viabilidad celular [89]. En este proceso, la pared celular se vuelve mas fina pero mantiene

su forma, y se pierden constituyentes celulares, como los dcidos nucleicos [101].

Por otra parte, hay que considerar las caracteristicas de los fluorocromos utilizados.
Ambos se unen inespecificamente a ADN y ARN, pero el yoduro, al no poder atravesar
membranas, sélo se unira a los acidos nucleicos libres del citoplasma, y al ADN Unicamente si
la membrana que rodea al nucleo también esta afectada. El SYTO 13 puede atravesar

cualquier membrana celular, asi que podra marcar el ADN también.

Aparte de la localizacién de ambos fluorocromos dentro de la célula, sus
caracteristicas de fluorescencia son muy diferentes. El SYTO 13 tiene valores de extincidon
molar (absortividad molar) muy altos, superiores a 50000 cm1M%, y valores de rendimiento
cuantico de fluorescencia también relativamente altos; 0,4 para ADN y 0,4 para ARN [181]. El
yoduro de propidio presenta unos valores de extincion molar y rendimiento cuantico
relativamente bajos; 5900 cm™*M* y 0,09, respectivamente [182], [183]. La intensidad de
fluorescencia es proporcional al producto del coeficiente de extincién y el rendimiento
cudntico [184], lo que implica que el SYTO 13 es un fluorocromo mucho mas sensible que el
yoduro de propidio. Por lo tanto, las células con bajas concentraciones de acidos nucleicos
podran marcarse con SYTO 13 pero no con yoduro de propidio, de manera que aparecerian

en la zona Q3 del diagrama.

112



RESULTADOS Y DISCUSION

En los diagramas de fluorescencia después de la disrupcion (figura 4-19), se puede
observar que el porcentaje de células “viables” en la zona Q3 aumenta respecto a los valores
antes de la disrupcidn en todas las muestras de lias. Este incremento no puede corresponder
a unos porcentajes superiores de células viables puesto que se trata de la misma muestra.
Durante la disrupcion celular la pared celular sufre pequeiias roturas que no implican la
pérdida de la forma oval pero si de contenido citoplasmdatico [185]. La ratio de rotura ha sido
mucho menor en las muestras LSI, lo que explica que el porcentaje de células en esta zona no
haya variado. También se ha observado un aumento del porcentaje de células en las zonas
Q4 de todas las muestras de lias, células que no tienen suficiente contenido en acidos

nucleicos para ser marcadas por ninguno de los dos fluorocromos usados.

Teniendo en cuenta todo esto, es posible que el porcentaje superior de células viables
en las lias de segunda fermentacién del cava se deba a una menor concentracién de acidos

nucleicos en éstas.
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Figura 4-18. Citogramas biparamétricos de las sefiales de fluorescencia verde (FL1; SYTO13)
frente a fluorescencia roja (FL3; yoduro de propidio) de las muestras antes de la disrupcion en las zonas
donde se realizo el “gattering”; (A) lias de primera fermentacion del cava; (B) lias de segunda
fermentacion del cava, (C) lias de segunda fermentacion del Charmat, y (D) Levaduras Secas Inactivas
(LSI).
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Figura 4-19. Citogramas biparamétricos de las sefiales de fluorescencia verde (FL1; SYTO13)
frente a fluorescencia roja (FL3; yoduro de propidio) de las muestras después de la disrupcion en las
zonas donde se realizo el “gattering”; (A) lias de primera fermentacion del cava; (B) lias de sequnda
fermentacion del cava, (C) lias de segunda fermentacion del Charmat, y (D) Levaduras Secas Inactivas
(LSI).

4.2.3 Conclusiones del capitulo

Se han visualizado por microscopia éptica confocal las muestras de lias de primera
fermentacion, segunda fermentacién de cava, segunda fermentacion de Charmat y Levadura
Seca Comercial. Todas las muestras conservan la integridad de su pared celular. Sus tamafios

se situan alrededor de 3 um de didmetro menor y 5 um de didmetro mayor. Las lias de
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segunda fermentacion de cava aparecen con mas restos celulares que las de segunda

fermentacion del Charmat.

Se han utilizado los parametros de dispersién para conocer la distribucién de
particulas y células en las muestras de lias y Levaduras Secas Inactivas (LSI) por primera vez.
Mediante estos parametros se han aislado las células de levadura enteras de los restos
celulares, y se han cuantificado. Con la cuantificacién antes y después de la disrupcién, se ha

podido hallar el grado de disrupcién que ha sufrido cada muestra.

Las muestras de primera fermentacion son las mas heterogéneas y las que contienen
menores cantidades de células por gramo seco, pero su disrupcién ha sido extensiva. Las
muestras de segunda fermentacidon del cava también presentan gran cantidad de restos
celulares. Las muestras de segunda fermentacion de Charmat y las de Levaduras Secas
Inactivas (LSI) comerciales tienen pocos restos celulares. Sin embargo, mientras que las
muestras de Charmat se rompen en la misma medida que las del cava, las LS| resisten las

condiciones del molino.

Para determinar la posible viabilidad celular, las muestran se han marcado por
primera vez con dos fluorocromos para acidos nucleicos con diferentes caracteristicas. En lias
de primera fermentacién, lias de Charmat y LSI, practicamente todas las células se han
marcado con ambos fluorocromos, lo que es un indicio de que la gran mayoria de células
tienen las membranas defectuosas. A pesar que son las muestras que han sufrido una
autolisis mas larga y ademas presentan gran cantidad de restos de paredes, las muestras de
segunda fermentacion del cava tenian alrededor del 10 % de células que podrian ser viables
segun este marcaje. Considerando que estan mas degradadas, es posible que estos resultados
se deban a que su contenido en acidos nucleicos sea menor, de manera que el fluorocromo

menos sensible no pueda detectarse.
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4.3 COMPOSICION Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LAS LIAS

Se analizd la composicidn y la actividad antioxidante de las muestras enteras y de las
fracciones que se obtienen después de la disrupcién, con el objetivo de conocer la
composicion del interior (citoplasma) y de la parte mas externa de la célula (pared celular), y

relacionar estos valores con los de sus actividades antioxidantes correspondientes.

4.3.1 Determinaciones basicas

Como analisis basicos iniciales de las muestras de lias se determinaron el porcentaje
de sdlidos, el pH, y el porcentaje de acido tartarico (tabla 4-11). Ya que el peso seco de las
muestras depende del tiempo de decantacion y este puede ser muy variable, el porcentaje

de sdlidos se determind sobre las lias centrifugadas (1460g, 15 minutos, 4 2C).

% solidos pH % Ac. tartdrico
12 fermentacion 68, 3,32 78,
22 fermentacion 124 3,1, 18p
Lias de Charmat 29, 3,2, 5¢

Tabla 4-11. Porcentaje de sdlidos, pH, y dcido tartdrico de las muestras centrifugadas antes
del lavado (n=3). Los subindices indican diferencias significativas entre muestras segun test de rangos
multiples (p<0,05).

Como puede verse en la tabla anterior, todos los pH son acidos, alrededor de 3, muy
cercanos a los pH de los vinos espumosos. El porcentaje de sélidos es significativamente
superior en las lias de primera fermentacion (p<0,05), lo que se explica por la alta cantidad
de tartratos que contienen (78 %), y también por los restos vegetales, como se puede apreciar
en laimagen 4-20. Esta cantidad tan alta de tartratos hace de las lias de primera fermentacion

un buen material para su obtencién.

El porcentaje de sdlidos es mas del doble en las muestras de lias Charmat respecto a

las de segunda fermentacién del cava, a pesar de no contener bentonitas y cuatro veces
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menos tartratos. Esto estd relacionado con el mayor nimero de células de las muestras de

Charmat, como ya se comentd en el apartado de caracterizacién por citometria de flujo.

Figura 4-20. Imagen de lias de primera fermentacion del cava (A), de sequnda fermentacion
del cava (B), y de seqgunda fermentacion del Charmat (C).

4.3.2 Contenido en fenoles

En las tablas 4-12 y 4-13 pueden verse las concentraciones promedio en los fenoles
individuales analizados mediante HPLC-uV encontrados en las muestras de lias sin lavar (ES),
lavadas (WY), y las dos fracciones que se obtienen de la disrupcion: paredes (CWY) y

citoplasma (Cyt).

118



RESULTADOS Y DISCUSION

Muestra Fraccion Ac. cafeico Ac. caftarico Ac. Cumarico Ac. ferulico
12 fermentacién ES 4,2, 42,9, 0,7 1,7,
'A% 2,5 8,6p nd 2,2
cwy nd nd nd nd
Cyt 1,8 7,1p nd nd
22 fermentacion ES 8,7 349,2 10 4,2
Charmat ES 15,6, 396, 3,8 nd
WY 1,3 100,5p nd nd
CWY 0,9% 80 nd nd
Cyt nd 20,34 nd nd

Tabla 4-12. Contenido en dcidos hidroxicindmicos y sus derivados de las lias en ug/g de peso
seco. Cddigos: ES=lia entera sucia; WY=lia entera limpia; CWY=paredes; Cyt=citoplasma; nd=no
detectado (n=3). No se han detectado dcidos hidroxicindmicos ni sus derivados en las lias de sequnda
fermentacion del cava después de la limpieza, ni en las fracciones de ésta. Los subindices indican
diferencias significativas entre fracciones de la misma muestra segun test de rangos multiples (p<0,05).

Muestra Fraccion  Tirosol  Ac.gdlico Catequina Epicatequina
12 fermentacion ES 15,4, 2 29,1, 11,2
WY 12,34 nd 9,8p nd
cwy nd nd nd nd
Cyt nd nd 8,5 nd
22 fermentacion ES nd nd nd 72,5
Charmat ES nd nd 50,3, 171,9,
WY nd nd 23,44 nd
CwWy nd nd 21,5 6,8b
Cyt nd nd nd nd

Tabla 4-13. Contenido en fenoles individuales distintos de los hidroxicinamatos (ug/g de peso
seco). Codigos: ES=lia entera sucia; WY=lia entera limpia; CWY=paredes; Cyt=citoplasma; nd=no
detectado (n=3). No se han detectado estos fenoles en las lias de sequnda fermentacién del cava
después de la limpieza, ni en las fracciones de ésta. Los subindices indican diferencias significativas
entre fracciones de la misma muestra segun test de rangos mdultiples (p<0,05).

En general, los fenoles individuales mas importantes en las lias sin lavar centrifugadas
son el acido caftérico, la catequina y la epicatequina, que son algunos de los fenoles mas
abundantes en vinos espumosos [12], [171]. Las lias de segunda fermentacidn contienen mas

concentracion de fenoles, especialmente las lias del Charmat. Esto esta relacionado con la
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mayor concentracién de células en estas muestras, ya que éstas son capaces de retener
fenoles en su pared [12], [171]. En la bibliografia se ha descrito que los fenoles de vino blanco
adsorbidos en mayor medida por las paredes de levaduras son los flavan-3-ol (como
catequina y epicatequina) y sus derivados (procianidinas). El acido caftarico también puede

retenerse, aunque en menor grado [120].

En lias provenientes de vino blanco se han encontrado los fenoles acido caftarico (42-
47 ug/g de peso seco), acido cis-coutarico (3-2 pg/g de peso seco), acido trans-coutarico (2
ug/g de peso seco) y acido cafeico (14 pg/g de peso seco) [122]. Los rangos de
concentraciones de fenoles analizados en las lias de primera fermentacién estan dentro de
estos valores de la bibliografia. Ya que no existen datos de fenoles extraidos de lias de
segunda fermentacién, se pueden comparar con los valores de fenoles cuantificados en
extractos metandlicos de bagazos de uva blanca (moscatel y palomino fino) [122]. Los valores
de catequina estan en el rango de estos extractos de bagazos, sin embargo, los valores de
epicatequina y acido caftarico son muy superiores; los extractos de lias contienen el doble de
epicatequina y diez veces mas acido caftarico por gramo de peso seco. Estos resultados
indican que las lias de segunda fermentacién de vinos espumosos pueden ser una excelente

fuente de compuestos fendlicos.

Comparando los valores de lias sin lavar y lias lavadas, se puede ver que el proceso de
limpieza ha sido adecuado, especialmente en el caso de las lias de segunda fermentacién del
cava. No se han detectado fenoles individuales en estas muestras después del proceso de
limpieza, lo que puede ser debido en parte a que las paredes estan mas degradadas que en
las lias de Charmat, y ceden mas facilmente los fenoles absorbidos. Los valores de fenoles
totales para las lias de Charmat lavadas y sus fracciones (pared y citoplasma) siguen siendo

altos, por lo que pueden influir en los valores de actividad antioxidante.
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4.3.3 Contenido en polisacaridos, proteinas y tioles

La tabla 4-14 muestra los porcentajes en polisacaridos totales, proteina, péptidos y
aminoacidos libres de las muestras enteras y sus fracciones (pared y citoplasma). Se han
realizado andlisis de la varianza (ANOVA) simples con los datos de polisacaridos, proteinas,
péptidos y aminoacidos como variables dependientes y como factor la fraccién dentro de
cada muestra (p<0,05). Mediante un test de rangos multiples se han identificado las
diferencias entre muestras. Adicionalmente, para comparar entre muestras, también se
realizd un ANOVA simple con los datos de las muestras antes de la disrupcion (WY) y como
factor el tipo de muestra (primera fermentacion, segunda fermentacién del cava, segunda

fermentacion de Charmat y levaduras secas activas LSI) (p<0,05).

Muestra Fraccidn % Polisacaridos % Proteina % Péptidos % Aminodcidos
12 fermentacion wy 13,4, 2,7, - 0,02,
CWY 10,% 2,7, - 0,01
Cyt 2,1 0,1 - 0,01y
22 fermentacion wy 72,3, 8,51 - 0,05,
Ccwy 74,5, 8,7 - 0,08y
Cyt 0,5p 0,4p - 0,01,
Charmat WY 70,74 15,5, - 0,05,
CWY 67,8, 15,0, - 0,05,
Cyt 8,1p 0,7p - 0,01,
Levaduras secas WY 56,6, 21,2, 3,40, 5,76,
activas cwy 46,9y 15,5y - 0,11
Cyt 9,9 2,7 3,32, 5,42,

Tabla 4-14. Porcentajes en polisacdridos totales, proteina, péptidos y aminodcidos libres de
las muestras enteras y sus fracciones (valores referidos al peso seco de levadura entera; n=3). Cédigos:
WY=lia entera; CWY=paredes; Cyt=citoplasma. Los subindices indican diferencias significativas entre
fracciones de la misma muestra segtn test de rangos multiples (p<0,05).

Las lias de primera fermentacion son las que contienen menos polisacaridos totales
porque su contenido en células es mucho menor. El porcentaje de polisacdridos totales en la
lia entera de segunda fermentacidn del cava es practicamente igual que en la pared, lo que

es un indicio de que la lia estd compuesta principalmente de esta fraccion. En el caso de las
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lias de Charmat, el citoplasma tiene un contenido en polisacdridos no despreciable
comparado con el de las lias del cava; esto puede ser debido al menor periodo de autolisis

qgue ha sufrido, por lo que el citoplasma estd menos “vacio”.

Hay diferencias significativas (p<0,05) entre los contenidos en proteina soluble de las
diferentes muestras antes de la disrupcién. Teniendo en cuenta que las proteinas provienen
principalmente de las células y sus restos, estas diferencias en las muestras de lias se deben
de nuevo a los contenidos celulares. Las LS| tienen un porcentaje de proteinas muy superior
al de las lias, lo que esta relacionado con su alto contenido en manoproteinas, segun
informacién comercial. No hay diferencias significativas entre los porcentajes de proteinas de
lias enteras y sus paredes, lo que vuelve a indicar que lo que queda de estas células es sobre

todo pared.

No se detectan péptidos y los porcentajes de aminodcidos libres son muy bajos en
todas las muestras de lias y sus fracciones. En algunos casos las paredes contienen igual
porcentaje o incluso mds que las lias enteras, como en las lias de segunda fermentacién del
cava. En la cuantificacion de los aminoacidos libres se utiliza el método de Cd-ninhidrina
modificado, donde reaccionan fundamentalmente los aminoacidos libres pero, en pequeiia
medida, sigue existiendo reaccién de ciertos péptidos [167], por lo que es posible que en
estos casos estén reaccionando péptidos de la pared celular. Los aminodacidos libres de estas

muestras corresponderian con los contenidos en el citoplasma.

Las muestras LS| si contienen péptidos libres y una proporcidon de aminodcidos libres
muy elevada si lo comparamos con los valores de las lias. No hay diferencias significativas en
el porcentaje de péptidos y aminodacidos libres de la levadura seca entera y el citoplasma
(p<0,05). Teniendo en cuenta que los resultados de citometria muestran que el grado de
rotura de estas células es muy inferior al de las lias, estos datos podrian indicar que los

aminoacidos libres no se encuentran dentro de la célula sino exteriormente.

La tabla 4-15 muestra los valores obtenidos en tioles totales, glutatién reducido y

glutation oxidado. Al igual que con los resultados anteriores, también se realizaron dos
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ANOVAS simples diferentes: 1) con los datos de tioles, glutation reducido y oxidado como
variables dependientes y como factor la fraccion dentro de cada muestra (p<0,05), y 2) con
los datos de las muestras antes de la disrupcion (WY) y como factor el tipo de muestra
(primera fermentacién, segunda fermentacion del cava, segunda fermentacion de Charmat y

LSI) (p<0,05).

., i % Glutation % Glutation
Muestra Fraccion % Tioles totales . .
reducido oxidado

12 fermentacion WY 0,038, - -
cwy 0,033, - -
Cyt 0,015, - -
22 fermentacion WY 0,037, - -
CWY 0,035, - -
Cyt 0,015, - -
Charmat WYy 0,154, - -
CWY 0,184, - ,
Cyt 0,017, - -

Levaduras secas WYy 3,282, 2,254, 0,294,
activas CWY 0,532, 0,126y -

Cyt 2,920 1,956, 0,329,

Tabla 4-15. Porcentaje en tioles totales, glutation reducido y glutation oxidado (valores
referidos al peso seco de levadura entera; n=3). El guion indica que los valores se encuentran por
debajo del limite de cuantificacion. Cddigos: WY=lia entera; CWY=paredes; Cyt=citoplasma. Los
subindices indican diferencias significativas entre fracciones de la misma muestra segun test de rangos
multiples (p<0,05).

No hay diferencias significativas en los contenidos en tioles totales en las lias de
primera y de segunda fermentacion del cava (p<0,05). Sin embargo, las muestras de Charmat
si tienen un contenido en tioles significativamente mayor (p<0,05), lo que se relaciona con la
mayor concentracion de células. Las paredes celulares de las muestras de lias son las que
contienen la mayor parte de los tioles. En el caso de la pared celular de las muestras de
Charmat, el porcentaje de tioles es mayor que en las lias enteras, probablemente porque

estos grupos se exponen en mayor medida después de la disrupcién celular.
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A gran distancia de las muestras de lias se encuentran las muestras de LSI, tanto en
contenido en tioles totales como glutatidon reducido. Seglun datos del comerciante, estas
muestras contienen alrededor del 3 % de glutation reducido. Este valor es superior a los
resultados obtenidos (2,25 %), aun considerando también el glutation oxidado, el cual ha
podido generarse por oxidacion del glutatidon reducido durante el almacenaje del producto.
De cualquier manera, el contenido en glutatidn reducido es muy superior al 1 % en peso seco
gue contiene la levadura [126]. Como sucedia con los aminodcidos libres, la gran mayoria de
grupos tioles (89 %) y de glutation (87 %) de las muestras LSI antes de la disrupcion estadn
contenidos en la fraccién citoplasma, lo que vuelve a indicar que tanto los tioles como el
glutatién no se encuentran dentro de la célula sino exteriormente. Las paredes de las
levaduras comerciales siguen conteniendo glutatién residual (0,5%), lo que influird en su

actividad antioxidante.

4.3.4 Actividad antioxidante de las diferentes fracciones

Se realizaron analisis de la varianza (ANOVA) de un factor para cada una de las
muestras, con los valores de actividad antioxidante como variable respuesta y la fraccidon
como factor. Las figuras 4-21, 4-22 y 4-23 muestran los resultados promedio y las
desviaciones estandar de las actividades antioxidantes de las muestras enteras (WY) y sus
fracciones obtenidas de la disrupcién: levadura rota (DY), paredes (CWY) y citoplasma (Cyt).
Las letras diferentes de las barras de los graficos indican diferencias significativas (p<0,05)

entre fracciones de una misma muestra segun test de rangos multiples.

En primer lugar, se puede afirmar que la actividad antioxidante de las tres muestras
de lias se encuentra en la pared celular, ya que los valores de actividad antioxidante de los
citoplasmas son significativamente (p<0,05) mas bajos que los valores de las otras fracciones.
Las lias se segunda fermentacién, tanto las del cava como las del Charmat, provienen de un
proceso de autolisis. Como ya se comentd en el apartado de la introduccién anterior, este
proceso implica una cesidn de productos de la célula al medio vino y un empobrecimiento del

citoplasma celular. Las lias de primera fermentacién del cava no han sufrido la autolisis, pero
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tienen un contenido muy bajo de células por gramo de peso seco, por lo que la cantidad de
compuestos cedidos a la fraccidon citoplasmatica después de la disrupcién serd pequeiia.
Ademas, contienen restos celulares que se depositan después de la centrifugacién y que
pueden exhibir actividad antioxidante en la fraccién pared. Los resultados de los apartados
anteriores de composicién corroboran que la fraccidn citoplasmatica de las muestras de lias

tiene poco contenido y, por consiguiente, exhibe una pobre actividad antioxidante.
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Figura 4-21. Actividad antioxidante de las muestras de lias y LS| y sus fracciones medidas por
el método Folin-Ciocalteau. Valores referidos al peso seco de levadura entera. Cddigos: WY=lia entera;
DY: lia rota; CWY=pared; Cyt=citoplasma. 1F: 19 fermentacion; 2F: 29 fermentacion; X: Charmat; LSI:
Levaduras Secas Inactivas. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) entre fracciones
de la misma muestra segun test de rangos multiples.
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Figura 4-22. Actividad antioxidante de las muestras de lias y LS| y sus fracciones medidas por
el método FRAP. Valores referidos al peso seco de levadura entera. Codigos: WY=lia entera; DY: lia
rota; CWY=paredes; Cyt=citoplasma. 1F: 19 fermentacion; 2F: 29 fermentacion; X: Charmat; LSI:
Levaduras Secas Inactivas. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) entre fracciones
de la misma muestra.
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Figura 4-23. Actividad antioxidante de las muestras de lias y LSl y sus fracciones medidas por
el método DPPH. Valores referidos al peso seco de levadura entera. Cédigos: WY=lia entera; DY: lia
rota; CWY=pared; Cyt=citoplasma. 1F: 12 fermentacion; 2F: 29 fermentacion; X: Charmat; LSI:
Levaduras Secas Inactivas. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) entre fracciones
de la misma muestra.
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Segun los resultados del apartado 4.3.2 sobre contenido en fenoles de las lias, las
suspensiones de lias de primera fermentacién y del Charmat después del lavado siguen
conteniendo polifenoles. Los valores de polifenoles totales (medidos por HPLC-uV) en las
muestras de Charmat son tres veces superiores a las muestras de primera fermentacion.
Teniendo en cuenta estas concentraciones y las diluciones realizadas para la determinacion
de la actividad antioxidante, las concentraciones finales que se alcanzan son, en el caso de
las muestras del Charmat, inferiores a 0,1 mg/L de acido caftarico y 0,03 mg/L de catequina.
Para las lias de primera fermentacion, los valores finales son inferiores a 0,07 mg/L de tirosol
y 0,04 mg/L de acido caftarico y catequina, respectivamente. Estas concentraciones son muy

bajas, pudiéndose considerar que su influencia en la actividad antioxidante es insignificante.

Para comparar las actividades antioxidantes entre diferentes muestras, se realizd un
analisis de la varianza multifactorial (MANOVA), con los datos de actividad antioxidante como
variables dependientes y el tipo de muestra y la fraccién como factores (p<0,05). La muestra
mas antioxidante es la de lias de Charmat, seguida por las LSI. La menos antioxidante segun
el método de Folin-Ciocalteau es la de primera fermentacidn, y para FRAP y DPPH, la menos

antioxidante es la muestra de lia de segunda fermentacion del cava.

Aparte de los polifenoles residuales, entre los otros compuestos que contienen las lias
gue pueden ejercer actividad antioxidante estan los tioles, las proteinas y los polisacaridos
glucanos y mananos. El contenido en grupos tioles en las lias de primera fermentacién y
segunda fermentacion del cava es muy bajo, mientras que el de las lias del Charmat es casi
cuatro veces superior. Esto puede explicar en parte que la actividad antioxidante de las lias

Charmat sea significativamente mas alta que las de las otras muestras de lias.

Las muestras LS| son excepcionalmente ricas en glutatién reducido, que se encuentra
principalmente en el exterior celular, el cual exhibe una capacidad antioxidante importante.
Esto implica que la actividad antioxidante de estas muestras se debe, en gran parte, a su
contenido en glutatién reducido. Esto esta de acuerdo con los datos que se encuentran en la
bibliografia, donde se relaciona la actividad antioxidante de los extractos celulares de

Saccharomyces cerevisiae con su contenido en tioles [186]. Sin embargo, a pesar de contener
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unos valores mucho mas altos de tioles totales y glutation libre, la actividad antioxidante de
las muestras de LSI es significativamente inferior a las muestras de Charmat (para Folin-
Ciocalteau y DPPH, pero no para FRAP, donde los valores son similares, p<0,05), por lo que

otros componentes de las lias deben de ejercer también actividad antioxidante.

Para comparar y establecer relaciones, se testaron las actividades antioxidantes de los
siguientes productos derivados de S. cerevisiae que comercializa la empresa Sigma-Aldrich
(St. Louis, USA): levadura inactivada y secada, autolisado, extracto, glucanos, mananos y
zimosan A. Los resultados pueden verse en la tabla 4-16. Tanto el autolisado como el extracto
son concentrados de los componentes solubles de la levadura que generalmente se obtienen
por autolisis. Son ricos en péptidos y aminoacidos libres y vitaminas. El zimosan A es un
producto insoluble muy conocido procedente de Saccharomyces cerevisiae, que muestra
varias actividades bioldgicas relacionadas con respuestas inflamatorias e inmunes. Se trata
de “levaduras fantasma”, es decir, paredes de levaduras vacias con un didmetro medio de 3
um (informacién suministrada por el comerciante). Los componentes mayoritarios del

zimosan A son glucanos (54 %), mananos (19 %), proteinas (15 %) y lipidos (7 %) [187].

Folin FRAP DPPH
Muestra
mg GAE/L uM TEQ uM TEQ
Levadura 28,43, 9,26, 14,25,
Autolisado 59,534 5,01p 6,44,
Extracto 60,80p 4,31, 5,21y
Glucanos 0,30c - -
Mananos 2,014 0,13 0,19
Zimosan A 10,77, 6,244 2,704

Tabla 4-16 Actividades antioxidantes de productos comerciales de S. cerevisiae medidas con
los tres métodos (Folin-Ciocalteau, FRAP y DPPH) (n=3). Unidades: mg TEQ /g DW. El guion indica que
los valores estdn por debajo del limite de cuantificacion. Letras diferentes indican diferencias
significativas (p<0,05) entre muestras segun test de rangos multiples (p<0,05).

Hay diferencias en los resultados seglin el método que se aplica (p<0,05). Los valores
de actividades antioxidantes medidos con el método Folin-Ciocalteau mas altos

corresponden al extracto y al autolisado, las muestras con mayores cantidades de
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aminodacidos libres y péptidos. Sin embargo, los resultados de actividades antioxidantes de
los métodos FRAP y DPPH muestran que las actividades antioxidantes mayores corresponden
a la levadura comercial, seguidos del zimosan A para el FRAP y del autolisado para el DPPH.
Los valores mas bajos de actividad antioxidante lo exhiben los polisacaridos. Los resultados
de Folin-Ciocalteau para mananos son relativamente altos si los comparamos con los valores
obtenidos para FRAP y DPPH. En el caso de los glucanos, sélo reaccionan con el Folin-
Ciocalteau, dando unos valores muy bajos. Glucanos y mananos bajo estos métodos tienen,

por lo tanto, menos importancia en los valores de actividad antioxidante medidos.

A parte de tioles, glucanos y mananos, las lias contienen manoproteinas, las cuales
han demostrado que aumentan la actividad antioxidante de los vinos espumosos cuando son
anadidas como coadyuvante [13]. Este aumento es importante para la actividad antioxidante
medida con DPPH (30 % de incremento), pero espectacular para la actividad antioxidante por
FRAP (mas de 120 %). La concentracidon de manoproteinas de las lias Charmat es superior a
las de las otras muestras de lias, lo que puede explicar su mayor capacidad antioxidante. Sin
embargo, las muestras de levaduras secas inactivas (LSI), ademdas de sus superiores
concentraciones de tioles (p<0,05), contienen mayores valores de manoproteinas, por lo que
su actividad antioxidante deberia ser mayor. Esto no se cumple, lo que puede deberse a otras

caracteristicas de las muestras de lias.

Entre esas caracteristicas estan la mayor accesibilidad a los grupos reaccionantes y las
modificaciones de las propiedades fisico-quimicas de superficie que se producen a lo largo
del envejecimiento de los vinos espumosos [188]. Estas modificaciones fisico-quimicas
incluyen un aumento de la hidrofilia y del caracter donante de electrones, por lo que, en las
condiciones de los ensayos de actividad antioxidante, las muestras seran mas solubles y

cederan mas facilmente electrones, demostrando mas capacidad antioxidante [189].
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4.3.5 Conclusiones del capitulo

Las lias recuperadas de vinos espumosos pueden ser fuente de diversos compuestos
interesantes a nivel industrial. En particular, las lias de primera fermentacién contienen una
alta concentracién de tartratos y las de segunda fermentaciéon compuestos fendlicos tipicos

de los vinos espumosos, los cuales ceden con facilidad.

Las lias de segunda fermentacién consisten basicamente en pared celular; su
contenido citoplasmdtico es muy pequefio, especialmente para las lias de segunda
fermentacion del cava. A pesar de no contener compuestos tipicos antioxidantes de
halogenados celulares, como el glutatién, las lias recuperadas de vinos espumosos exhiben
una capacidad antioxidante importante, similar a la de un producto enolégico de levaduras

secas inactivas, que se comercializan por sus propiedades antioxidantes.

4.4 CARACTERIZACION DE LA PARED CELULAR

Con el objetivo de conocer la composicion de las paredes de las muestras y qué
componentes de éstas se relacionan con la actividad antioxidante, se han llevado a cabo dos
tipos de fraccionamiento de la pared celular. En primer lugar, un fraccionamiento completo
en condiciones suaves para minimizar la degradacion de algunos componentes, y en segundo,

un fraccionamiento en un solo paso para la extraccién exclusiva de las manoproteinas.

4.4.1 Composicion y actividad antioxidante inicial de las paredes

La tabla 4-17 muestra el porcentaje de peso seco de pared de cada una de las muestras
respecto al peso inicial, y la composicion (polisacaridos totales, proteinas y tioles) de la pared
respecto a su peso seco. Se realizé un ANOVA simple con el tipo de muestra como factor

(p<0,05).
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% Pared % Polisacaridos % Proteina % Tioles

12 fermentacién 70, 15,6, 3,8, 0,047,

22 fermentacion 94, 79,2y 9,2 0,037,
Charmat 95p 71,44 15,8 0,194,
Levaduras secas inactivas 77, 60,9 20,14 0,691

Tabla 4-17. Porcentajes de peso seco de las paredes obtenidas de las muestras de lias y LS|
respecto al peso seco inicial (antes de la disrupcion), y % de polisacdridos, proteinas y tioles respecto
al peso seco de pared (n=3). Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) entre muestras
segun test de rangos multiples (p<0,05).

Los porcentajes de pared de cada muestra son mucho mas altos que los encontrados
en la bibliografia, que se situan entre el 20 % y el 30 % de peso seco de la levadura [65], [135].
Las paredes de lia de primera fermentacion del cava siguen conteniendo altas
concentraciones de tartratos, ya que la limpieza inicial de las lias con vino modelo no los
elimina, aunque si los reduce del 77 % presentes en las lias originales al 55 % de las lias
después del lavado. Estos tartratos insolubles se depositan en el precipitado después de la
centrifugacion de las lias rotas, y disminuyen poco después de la limpieza de las paredes,
situdndose alrededor del 50 % del peso seco de la pared final obtenida. La alta cantidad de
tartratos junto con los restos celulares que mostraban las imagenes de microscopio, explican

por qué la pared supone un porcentaje tan alto del material inicial.

Las lias de segunda fermentacidon de cava y Charmat provienen de un proceso de
autolisis en el cual se ha perdido la mayor parte del material citoplasmatico, lo que implica
gue las muestras estén compuestas de paredes celulares principalmente. De esta manera, los
porcentajes que suponen la pared respecto al material inicial son muy altos. Las levaduras
secas comerciales estdn compuestas de paredes celulares ricas en manoproteinas y glutation,
por lo que su porcentaje de pared también es mucho mas alto que el encontrado en la
bibliografia. En cuanto a la composicién de estas paredes, las lias de primera fermentacidn,
debido nuevamente a su contenido en tartratos, contienen la menor cantidad de
polisacaridos, proteinas y tioles (p<0,05). Segun datos de la bibliografia [65], las paredes
celulares de S. cerevisiae se componen de un 85 % de polisacaridos y de un 15 % de proteinas.

Las paredes mas cercanas a estos valores son las de lias de Charmat, mientras que las paredes
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de segunda fermentacion de cava contienen menos proteina y polisacaridos que los
encontrados en la bibliografia. Las paredes de levaduras secas comerciales son las mas ricas
en proteina, alrededor de un 5 % mds que en la bibliografia. La composicién de las paredes
depende enormemente de las condiciones de crecimiento de la levadura y de los
tratamientos y procesos posteriores que ha sufrido, asi que las desviaciones respecto a los

valores de la bibliografia son habituales.

La tabla 4-18 muestra los valores promedio de actividad antioxidante de las paredes
antes del fraccionamiento respecto a su propio peso seco. También con estos datos se realizo
un ANOVA simple con el tipo de muestra como factor (p<0,05). Los diferentes subindices
indican diferencias significativas entre muestras segun test de rangos multiples. Los valores
mas altos segln los tres métodos corresponden a las paredes de lias de Charmat. En los
valores mads bajos no hay unanimidad entre métodos: segun Folin-Ciocalteau, las paredes con
valores mads bajos de actividad antioxidante son las de primera fermentacidn, mientras que
segln FRAP y DPPH las paredes menos antioxidantes son las de levaduras secas inactivas.

Cabe destacar los bajos valores de actividad antioxidante FRAP de las paredes de LSI.

Folin FRAP DPPH

mg GAE/L uMTEQ uMTEQ
12 fermentacion 22,5, 5,5a 12,5,
22 fermentacion 34,4, 2,6p 5,6p
Charmat 59,6 8,4¢ 20,9
Levaduras secas inactivas 35,1 0,74 5,2p

Tabla 4-18. Valores de actividad antioxidante de las paredes las muestras de lias y LS| respecto
al peso seco de pared (n=3). Unidades: mg TEQ/g seco. Las letras diferentes indican diferencias
significativas entre valores de diferentes muestras segtn test de rangos multiples (p<0,05).

4.4.2 Fraccionamiento completo de la pared

El fraccionamiento completo de las paredes de las muestras ha consistido en una
extraccion progresiva de sus componentes, desde los mds externos (manoproteinas) a los
mas internos (B-glucanos), analizando la composicidon y la actividad antioxidante de las

fracciones obtenidas en cada paso.
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4.4.2.1 Composicion de las fracciones

En la tabla 4-19 pueden verse los porcentajes en peso de polisacaridos, proteinas,
péptidos, aminoacidos libres y tioles de las fracciones obtenidas respecto al peso seco de
pared inicial. Se realizd un ANOVA simple con estos datos de composicién con variables
dependientes y el tipo de muestra como factor (p<0,05). Cada una de las fracciones estd
enriquecida en un tipo determinado de polisacdridos de la pared. En la fraccidn F1 se extraen
mananos y glucanos solubles en agua. En la fraccién F2 y F3, puesto que el tratamiento
enzimatico se realiza a pH 10, se extraen los glucanos solubles en alcali. La ultima fraccion F4
estaria compuesta principalmente por glucanos insolubles. En todos los casos, las fracciones

mas ricas en polisacdridos son las F1y la F4.

Muestra Fraccidn % PS % proteina % Péptidos % aa libres % Tioles
1F F1 1,88, 0,23, 0,10, 0,02, 0,015,
F2 1,31, 2,29, 0,524 0,23y 0,008y
F3 0,67, 0,45, 0,18, 0,07, 0,005,

F4 8,62 0,104 0,01, 0,04, -
2F F1 20,64 1,83, 2,90, 0,05, 0,030,
F2 5,49, 0,73p 5,53 0,41y 0,018,
F3 8,98 0,11, 0,80 0,13 0,001

F4 41,134 0,10, 0,084 - -
X F1 12,99, 1,99, 2,81, 0,06, 0,096,
F2 8,49 0,660 10,31s 1,29, 0,033
F3 5,69 0,32 1,59, 0,46, 0,010

F4 36,824 0,154 0,134 0,07, -
LSI F1 16,62, 4,12, 4,22, 0,06, 0,066,
F2 9,07y 0,124 11,48, 1,12, 0,042,
F3 6,83c 0,244 0,94, 0,40 0,101
F4 29,324 0,32 0,074 0,01, 0,0244

Tabla 4-19. Porcentaje de polisacdridos totales de las diferentes fracciones obtenidas referidas
al peso inicial de pared (n=3). Codigos: 1F= 19 fermentacion; 2F= 29 fermentacion; X= Charmat; LSI=
levaduras secas inactivas. Las letras diferentes indican diferencias significativas entre valores de
fracciones segun test de rangos multiples (p<0,05).

En el caso de los porcentajes en peso de proteina total, péptidos y aminoacidos libres,

la primera fraccién (F1) es la mads rica en proteina total en todas las muestras (p<0,05), a
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excepcion de las lias de primera fermentacion. Este contenido en proteina representa parte
de la fraccién de manoproteinas de la pared. El contenido tan alto de tartratos de las paredes
de primera fermentacién puede ser la razéon de que se haya extraido menos cantidad de
proteinas en F1 para esta muestra, ya que las concentraciones altas de sales pueden reducir
en gran medida la solubilidad de las proteinas. Esto implica que las proteinas precipitan y
“aparecen” en la siguiente fraccidén, F2, al solubilizarse con el medio basico (pH 10) donde

actua la proteasa, como asi parece ocurrir.

La siguiente fraccion, F2, constituye la fraccion con los porcentajes de péptidos y
aminodcidos libres mds altos (p<0,05). Esto es debido a la accion de la proteasa savinasa
(alcalasa de Bacillus sp.) sobre los enlaces peptidicos. Esta enzima es una endopeptidasa tipo
serina poco selectiva [190], por lo que su hidrdlisis puede dar como producto péptidos de
tamafio diverso y aminoacidos libres. Aparte de enlaces peptidicos, también puede hidrolizar

amidas peptidicas y enlaces éster [191].

La fraccidn F3 proviene del tratamiento con lipasa para la extraccion de los lipidos de
la pared y la obtencidn final de los glucanos insolubles. Aunque la lipasa utilizada (lipasa de
Thermomyces lanuginosus) en principio no tiene actividad peptidasa [192], se obtienen
péptidos y aminoacidos libres, como puede verse en la tabla 4-19. También en el
fraccionamiento realizado por Jaehrig [136], después del tratamiento con la misma lipasa, se
observa que el contenido de proteina en el precipitado obtenido es un 2 % inferior respecto
al inicial. Esto lo atribuye a una coactividad proteolitica de la lipasa. Sin embargo, ya que en
la bibliografia consultada se indica que no se ha encontrado actividad proteolitica de esta
lipasa, es posible que la extraccién de la proteina remanente provenga de la susceptibilidad

de los enlaces peptidicos al medio bésico (pH 10) donde actua la lipasa [193].

En las muestras de lias (primera fermentacién, segunda fermentacién de cava y
Charmat), la mayor concentracién de grupos tioles se encuentra en la primera fraccion rica
en manoproteinas (F1), aunque esta diferencia no es significativa (p>0,05) en el caso de las

lias de primera fermentacion, donde F1 y F2 tienen valores de tioles totales similares. Esta
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tendencia a una mayor concentracién en la fraccién F1 implica que haya una correlacion

significativa entre proteinas y grupos tioles, con un coeficiente R? de 0,40 (p<0,05).

El contenido total de tioles en las fracciones provenientes de primera fermentacion,
Charmat y LSI es significativamente inferior (p<0,05) al contenido de la pared antes del
fraccionamiento, con unas disminuciones del 41, 28 y 66 %, respectivamente. En el caso de
las fracciones de pared de segunda fermentacién del cava, los valores de tioles totales son
similares a los de las paredes. Las diminuciones en los contenidos en grupos tioles totales se
explica por la facilidad con que los tioles de péptidos y polipéptidos se oxidan al ser expuestos,
obteniéndose como productos desde enlaces disulfuro a acido cisteico [194]. Los grupos
tioles, aparte de oxidarse, también pueden llevar a cabo reacciones de Maillard en presencia
de carbohidratos, cuyos productos son furanos, compuestos carbonilicos y diversos
compuestos volatiles que contienen azufre [195],[196]. Ambos tipos de reacciones suponen

una pérdida de grupo funcional tiol.

Por otra parte, hay que tener en cuenta que el calentamiento inicial a que se someten
las paredes de las muestras produce una destruccién térmica de los puentes disulfuro de las
proteinas, que da lugar a los productos dehidroalanina y tiocisteina entre los residuos de
proteinas [197]. La dehidroalanina reacciona con residuos de lisina para formar una nueva
union (lisinoalanina), y los residuos de tiocisteina descomponen generando un grupo tiol libre
gue reaccionara con otro grupo tiol. Estas reacciones suponen globalmente una
reorganizacion de los enlaces de las proteinas [198], lo cual puede afectar a la actividad

antioxidante de éstas.

4.4.2.2  Actividad antioxidante de las diferentes fracciones

En las figuras 4-24, 4-25 y 4-26 se pueden ver los valores promedio y las desviaciones
estandar de las actividades antioxidantes obtenidas para cada fracciéon de las muestras. Se
realizaron analisis de la varianza (ANOVA) simples para cada una de las muestras con los

valores de actividad antioxidante como variable respuesta y la fraccién (F1, F2, F3y F4) como
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factor. Las letras diferentes de las barras de los graficos indican diferencias significativas
(p<0,05) entre fracciones de una misma muestra segun test de rangos multiples. Para
comparar las actividades antioxidantes entre diferentes muestras, se realizé un analisis de la
varianza multifactorial (MANOVA), con los datos de actividad antioxidante como variables

dependientes y el tipo de muestra y la fraccion como factores (p<0,05).

De manera global, se puede afirmar que la mayor parte de la actividad antioxidante
se encuentra en las dos primeras fracciones (F1y F2). Estas fracciones son las que contienen
la mayor cantidad de proteinas y péptidos. Por el contrario, en todas las muestras se cumple
que la ultima fraccidon (F4) es la que exhibe menor capacidad antioxidante, siendo ésta la
fraccion que contiene la menor cantidad de sustancias proteicas y la mas rica en glucanos
insolubles. Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos por Jaehrig [136], que reporta
una baja actividad antioxidante para las fracciones de glucanos insolubles obtenidas de
paredes de levadura de cerveza. Sin embargo, los glucanos modificados quimicamente, tanto
carboximetilados como sulfatados, si han demostrado poseer capacidad antioxidante [199],
[200]. La tercera fraccién (F3), en la mayoria de muestras, también exhibe una capacidad
antioxidante significativamente superior a la fraccién de glucanos. Esta fraccion contiene los
lipidos situados en la zona interna de la pared, moléculas oxidables pero sin actividad
antioxidante, y restos de proteinas en forma de péptidos y aminodcidos. Por lo tanto, la
actividad antioxidante de la pared analizada en el apartado anterior reside, principalmente,

en sus componentes proteicos.
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Figura 4-24. Actividad antioxidante de las diferentes fracciones obtenidas de paredes de lias y
LSl medidas por el método Folin-Ciocalteau. Valores referidos al peso seco de pared. Las letras
diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) entre fracciones de la misma muestra.
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Figura 4-25. Actividad antioxidante de las diferentes fracciones obtenidas de paredes de lias y
LSI medidas por el método FRAP. Valores referidos al peso seco de pared. Las letras diferentes indican
diferencias significativas (p<0,05) entre fracciones de la misma muestra.
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Figura 4-26. Actividad antioxidante de las diferentes fracciones obtenidas de paredes de lias y
LSI medidas por el método DPPH. Valores referidos al peso seco de pared. Las letras diferentes indican
diferencias significativas (p<0,05) entre fracciones de la misma muestra.

La capacidad antioxidante de proteinas y péptidos han sido documentados en muchas
investigaciones. Proteinas y péptidos de trigo, caseina, yema de huevo, patata, etc, han
demostrado inhibir la oxidacién lipidica en alimentos modelo [201]-[204]. También los
péptidos de hidrolizados de levaduras, que provienen del contenido citoplasmatico, han
demostrado poseer actividad antioxidante, [205], [206]. La actividad antioxidante de
proteinas y péptidos se debe a complejas interacciones que dan como resultados la
inactivacion de radicales libres, la quelacion de metales de transicion prooxidantes y la
eliminacién enzimatica de oxidantes especificos. La actividad antioxidante de proteinas y
péptidos reside en su secuencia de aminoacidos, y son los residuos de aminodcidos

aromaticos, metionina y cisteina los principales involucrados [207].

La desnaturalizacidén de las proteinas puede aumentar la capacidad antioxidante de
éstas mediante disrupcion de su estructura terciaria e incremento de la accesibilidad del
disolvente a los residuos de los aminoacidos. Esto puede explicar por qué la fraccion F1 de
segunda fermentacién de cava, Charmat y LS| tenga una capacidad antioxidante similar para

FRAP a la pared antes del fraccionamiento (tabla 4-18), cuando sélo se ha extraido una parte
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del contenido en proteinas. Para Folin-Ciocalteau y DPPH esto no se cumple, y la razon de ello
puede ser la menor concentracién de proteinas de estas fracciones respecto a la pared inicial,
asi como la pérdida de grupos tioles durante el calentamiento, que disminuye la capacidad

antioxidante.

Comparando entre fracciones dentro de la misma muestra, en el caso de las lias
Charmat y las muestras LSI, se observa un incremento significativo (p<0,05), de la actividad
antioxidante de la segunda fraccion (F2) respecto a la primera (F1). Este incremento no se
observa en la fraccidon F2 de segunda fermentacién del cava, lo que estd relacionado con la
menor cantidad de proteinas de esta muestra, que implica que se extraigan la mitad de
péptidos respecto a las fracciones F2 de Charmat y LSI. Estos incrementos son similares en
ambos tipos de muestras para el Folin-Ciocalteau (alrededor del 75 %) y para el FRAP
(alrededor del 34 %). Sin embargo, para el DPPH, el incremento de la actividad antioxidante
de las fracciones Charmat es tan sélo del 8 %, ya que la fraccion F1 tiene una alta capacidad
antioxidante. Para las fracciones de LSI el incremento en la actividad antioxidante de F2
respecto a F1 medida por DPPH es del 58 %. Estos incrementos son atribuibles a la produccién
de péptidos a través de la proteasa, ya que estd demostrado que estos poseen una capacidad
antioxidante sustancialmente superior a las proteinas intactas [208]. Segun Jaehrig [136], la
actividad antioxidante de manoproteinas puras es baja en comparacion a los extractos del
fraccionamiento, lo que parece confirmar este hecho también en las proteinas de la pared de

levadura.

La cantidad de péptidos es similar en valores absolutos en las fracciones F2 de
Charmat y LSI, sin embargo, la actividad antioxidante de la primera es muy superior a la
segunda, siendo esta diferencia mayor para FRAP y DPPH. La actividad antioxidante de los
péptidos depende en gran medida de su secuencia de aminodcidos, de manera que si carece
de aminoacidos donadores de electrones (tirosina, triptéfano, histidina, fenilalanina, cisteina
y metionina), o estos no estdn adecuadamente situados dentro de la cadena peptidica, el
péptido no estard disponible para procesos redox, y por lo tanto no ejercera actividad

antioxidante [209]—-[211]. Otro aspecto en la capacidad antioxidante de péptidos importante
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es la transferencia de electrones desde los aminoacidos donadores a los aceptores de
electrones, para la cual influyen no sélo la secuencia en si, sino también la longitud de la
cadena, la estructura secundaria, los enlaces de hidrégeno y la conformacién espacial [212].
Todos estos factores son determinantes en la capacidad antioxidante de los péptidos, por lo
gue la fraccidn F2 de Charmat contendrd mayores cantidades de péptidos que la fraccién F2

de LSI con la secuencia de aminodcidos, la longitud o la conformacidn correcta.

En la tabla 4-20 pueden verse las correlaciones encontradas entre las actividades
antioxidantes medidas con los diferentes métodos empleados, y entre estas y la composiciéon
de las fracciones. Todos los métodos antioxidantes correlacionan entre si, aunque la
correlacién es mads alta entre el FRAP y el DPPH (0,95). Esto estd de acuerdo con los resultados
de la mayoria de publicaciones, que encuentran altas correlaciones entre diferentes métodos
antioxidantes, y con el hecho de que los mecanismos de reaccidn subyacentes a las
actividades antioxidantes medidas sean similares. No se encontraron correlaciones entre

actividades antioxidantes y contenido en grupos tioles.

Folin FRAP DPPH
mg GAE/L uUMTEQ uMTEQ

Folin - 0,79 0,74

FRAP 0,79 - 0,95
DPPH 0,74 0,95 -

% aminoacidos 0,90 0,52 0,47

% péptidos 0,86 0,51 0,51

Tabla 4-20. Valores de las correlaciones (R?) obtenidas entre los diferentes métodos de
actividad antioxidante utilizados y entre éstos y la concentracion de aminodcidos y péptidos (n=48).

Las actividades antioxidantes correlacionan con el contenido en aminoacidos y
péptidos. Estas correlaciones son mucho mas altas para el Folin-Ciocalteau, lo que se explica
porque este método fue originalmente disefiado para la determinacion de tirosina vy
triptéfano en proteinas [213], aunque es un método que reacciona con cualquier sustrato

reductor, por lo que también se puede utilizar para determinacién de la actividad
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antioxidante [17]. Unos valores mas altos de Folin-Ciocalteau estaran relacionados con
mayores cantidades de tirosina y triptéfano en las muestras, dos aminoacidos donantes de
electrones. También hay que tener en cuenta que la reaccién de Folin-Ciocalteau se lleva a
cabo bajo pH muy basicos, alrededor de 10, y durante una hora, por lo que puede existir
desnaturalizacién y cierta hidrélisis de proteinas y péptidos. Ambos factores implicarian que
la actividad antioxidante medida por este método estaria menos afectada por la
conformacion o la longitud de proteinas y péptidos, y mas por el contenido en aminodcidos

aromaticos.

A excepcion de la cisteina, que es un aminodcido estrictamente antioxidante, los
aminoacidos libres no poseen en general actividad antioxidante, aunque si se ha encontrado
actividad antioxidante medida por los métodos ORAC y ABTS en los aminodcidos aromaticos
libres tirosina y triptéfano [203]. Es de suponer que la correlacién existente entre los métodos
FRAP y DPPH se deba a que una mayor degradacidn de proteinas implica una mayor cantidad

de aminodcidos libres y péptidos.

4.4.3 Obtencidén de manoproteinas en un solo paso

Dado que la actividad antioxidante de las paredes de las muestras reside
principalmente en los compuestos proteicos y el creciente interés enolégico por las multiples
propiedades de las manoproteinas, se realizaron dos procedimientos para la obtencién de
éstas en un solo paso en paredes lias de segunda fermentacion y LSI. Uno de ellos consistid
en una extraccidon enzimatica mediante el uso de una B-1,3-glucanasa, y el otro en una
extraccién en condiciones bdsicas suaves (30 mM) y a baja temperatura (42C). Después de
ambos tratamientos, las muestras se centrifugaron y se analizaron tanto los sobrenadantes

como los precipitados.
4.4.3.1 Composicion de las fracciones obtenidas

En la tabla 4-21 pueden verse los porcentajes de polisacaridos, proteinas, péptidos,

aminodcidos libres y tioles totales respecto al peso seco de pared de los precipitados (P) y
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sobrenadantes (S) obtenidos de las paredes de las tres muestras (segunda fermentacion de
cava, Charmat y LSI) con los dos tratamientos utilizados. Se realizaron analisis de la varianza
(ANOVA) simples para cada una de las muestras con los valores de composicion como variable
respuesta y la fraccién (P y S) como factor, y otro analisis de la varianza multifactorial
(MANOVA) con los factores fraccion, tratamiento y tipo de muestra. Las letras diferentes de
la tabla indican diferencias significativas (p<0,05) entre fracciones de una misma muestra y

tratamiento segun test de rangos multiples.

Muestra Tratamiento Fraccion % PS % Proteinas % Péptidos % aas % Tioles
22Fermentacién 30 mM P 63,35 0,754 0,02, 0,09, 0,015,
30 mM S 15,8 8,73b 0,78b 0,04, 0,027,

B-Glu P 49,1, 5,16, 0,01, 0,01, 0,022,

B-Glu S 28,8y 4,34, 0,07p 0,06, 0,012

Charmat 30 mM P 56,64 0,14, 0,05, 0,01, 0,043,

30 mM S 13,4 13,360 0,47y 0,01, 0,069

B-Glu P 50,7, 9,88 0,03, 0,01, 0,087,

B-Glu S 18,2 4,35, 0,06p 0,02, 0,074

Levaduras secas 30 mM P 43,1, 9,29, 0,03, 0,01, 0,167,
inactivas 30 mM S 12,1, 12,91, 0,544 0,07y 0,291,
B-Glu P 42,8, 18,84, 0,06, 0,02, 0,286,

B-Glu S 13,4 2,83, 0,09 0,04, 0,161p

Tabla 4-21. Composicion de los precipitados (P) y los sobrenadantes (S) obtenidos con los
tratamientos para la obtencion de manoproteinas efectuados a las paredes de lias y LSI. Valores
referidos al peso seco de pared (n=3). Cédigos: 30 mM-=tratamiento en medio bdsico suave; 8-
Glu=tratamiento con 6-1,3-Glucanasa de Helix Pomatia; PS=polisacdridos; Aas=aminodcidos. Las
letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) entre fracciones y tratamiento dentro de la
misma muestra segun test de rangos multiples.

En las muestras de lias se extraen significativamente (p<0,05) mayores valores de
polisacaridos totales en los sobrenadantes con el tratamiento con B-1,3-Glucanasa que con
el tratamiento basico suave. La explicacion es que esta enzima rompe los enlaces O-
glucosidicos de los B-1,3 y B-1,6 glucanos, liberando las manoproteinas con residuos de
glucosa. La pared de segunda fermentacion del cava fue de la que se extrajeron mayores
cantidades de polisacaridos, probablemente porque contiene menores cantidades de

manoproteinas y esta mas expuesta a la accién de la B-1,3-Glucanasa. Por el contrario, la
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muestra menos expuesta es la pared de LS|, y es donde la cantidad de polisacaridos extraida

fue menor.

Respecto al contenido en proteinas y compuestos relacionados, con el tratamiento
basico suave se ha conseguido extraer el 92 % y el 99 % de la proteina de segunda
fermentacion de cava y Charmat, respectivamente (fraccion S del tratamiento 30 mM). En el
caso de las paredes de LSI, el porcentaje ha sido mucho mas bajo, del 58 %, probablemente
porgque son paredes menos degradadas y hay menor accesibilidad. La fraccién sobrenadante
del tratamiento en medio bdsico suave también es la que contiene mayores valores de
péptidos, debido a la hidrélisis que sufren las proteinas en medio basico, aunque estas

cantidades son menores que las obtenidas con el tratamiento con proteasa.

Los porcentajes de proteina extraida con el tratamiento con la B-1,3-Glucanasa son
significativamente inferiores (p<0,05) a los extraidos en medio basico suave. Las cantidades
extraidas respecto al total de proteina cuantificada en ambos extractos han sido 46 %, 31% vy
13 % para segunda fermentacion del cava, segunda fermentacion de Charmat y LSI,
respectivamente. También en este caso ha influido la mayor accesibilidad y degradacion
previa de la pared celular de las lias respecto a las paredes LSI. Estos resultados indican que
la extraccion en medio basico puede ser un buen método para obtener manoproteinas de las
lias de segunda fermentacién de cava y Charmat. Para las paredes de LSI, seria necesario
aumentar los tiempos de incubacién para extraer mayor cantidad de manoproteinas en la

fraccion sobrenadante.

Respecto al contenido en tioles totales de las muestras obtenidas, éstos no se
modifican (respecto a los valores de las paredes) para las fracciones de segunda fermentacion
del cava, sin embargo, si disminuyen para segunda fermentaciéon del Charmat y LSI. Estas
disminuciones son del 42 y 17 % para fracciones de paredes de Charmat, segun tratamiento
basico suave e hidrélisis con B-1,3-Glucanasa, mientras que las tioles de las fracciones de
paredes LSI han disminuido 34 y 35 %, respectivamente. Como era de esperar, existe

correlacidn significativa (p<0,05) entre tioles totales y proteinas, con un coeficiente R de 0,66.
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4.4.3.2  Actividad antioxidante de las fracciones obtenidas

En las figuras 4-27, 4-28 y 4-29 se muestran las actividades antioxidantes de los
sobrenadantes y los precipitados obtenidos con los dos tratamientos efectuados a las
paredes de las diferentes muestras. Se realizaron analisis de la varianza (ANOVA) simples para
cada una de las muestras con los valores de actividad antioxidante como variable respuesta
y la fraccién (P y S) como factor, y otro andlisis de la varianza multifactorial (MANOVA) con

los factores fraccion, tratamiento y tipo de muestra (p<0,05).

Los sobrenadantes después del tratamiento bdsico suave (fracciones 30.S) son los que
exhiben la mayor parte de la capacidad antioxidante del conjunto sobrenadante y precipitado.
Estas fracciones son las que contienen la mayor cantidad de manoproteinas extraidas. Esto
implica que la actividad antioxidante de las paredes de lias reside fundamentalmente en las

manoproteinas.

Comparando la actividad antioxidante de las fracciones 30.S de lias Charmat y LSI, se
puede observar que la capacidad antioxidante de las primeras es mucho mayor que la de las
segundas (p<0,05), a pesar de que ambas contienen valores muy similares de proteinas y
péptidos totales (tabla 4-21). Esto viene a confirmar los resultados obtenidos en los apartados
anteriores: las manoproteinas de lias poseen mayor capacidad antioxidante que las de las

levaduras secas inactivas (LSI).

144



RESULTADOS Y DISCUSION

120
110 4
100
90
80
70
60
50

mg TEQ F-C/g DW

40 4
30
20
104

30.P Glu.s
FRACCION

@
<
o

Figura 4-27. Actividad antioxidante (método Folin-Ciocalteau) de los precipitados (P) y los
sobrenadantes (S) obtenidos con los tratamientos para la obtencion de manoproteinas efectuados a
las paredes de lias y LSI. Valores referidos al peso seco de pared (n=3). Cédigos: 30.S=sobrenadante
después del tratamiento bdsico, 30.P= precipitado después del tratamiento bdsico;
Glu.S=sobrenadante después del tratamiento con glucanasa; Glu.P= precipitado después del
tratamiento con glucanasa. Codigos: 2F= 22 fermentacion; X= Charmat; LSI= levaduras secas inactivas.
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Figura 4-28. Actividad antioxidante (método FRAP) de los precipitados (P) y los sobrenadantes
(S) obtenidos con los tratamientos para la obtencién de manoproteinas efectuados a las paredes de
lias y LSI. Valores referidos al peso seco de pared (n=3). Cddigos: 30.S=sobrenadante después del
tratamiento bdsico; 30.P= precipitado después del tratamiento bdsico; Glu.S=sobrenadante después
del tratamiento con glucanasa; Glu.P= precipitado después del tratamiento con glucanasa. Codigos:
2F= 29 fermentacion; X= Charmat; LSI= levaduras secas inactivas.

145



RESULTADOS Y DISCUSION

25

20

7

W

o
1

mg TEQ DPPH/g DW
>
1

FRACCION

Figura 4-29. Actividad antioxidante (método DPPH) de los precipitados (P) y los sobrenadantes
(S) obtenidos con los tratamientos para la obtencion de manoproteinas efectuados a las paredes de
lias y LSI. Valores referidos al peso seco de pared (n=3). Codigos: 30.S=sobrenadante después del
tratamiento bdsico; 30.P= precipitado después del tratamiento bdsico; Glu.S=sobrenadante después
del tratamiento con glucanasa,; Glu.P= precipitado después del tratamiento con glucanasa. Codigos:
2F= 29 fermentacion; X= Charmat; LSI= levaduras secas inactivas

4.4.4 Conclusiones del capitulo

Se han aislado y caracterizado las paredes celulares de muestras de lias de primera
fermentacion, lias de segunda fermentacion del cava y de Charmat, y de levaduras secas
inactivas comerciales. Para ello, se ha realizado un fraccionamiento completo de la pared,
desde los componentes mds externos (manoproteinas), a los mds internos (B-glucanos),

analizando la composicidn y actividad antioxidante de cada fraccion obtenida.

En todas las muestras, las fracciones mas ricas en compuestos proteicos han
demostrado la mayor capacidad antioxidante, mientras que los valores mas bajos han
correspondido a la fraccion de B-glucanos. La actividad antioxidante se ha correlacionado
también con la cantidad de péptidos y aminoacidos libres de las fracciones, lo que indica que
con la hidrdlisis de los compuestos proteicos de la pared se incrementan sus valores de

capacidad antioxidante.
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En vista del interés enoldgico de las manoproteinas de la pared y de los resultados de
actividad antioxidante del fraccionamiento completo, se realizaron dos tratamientos
alternativos para la obtenciéon de manoproteinas de la pared en sélo un paso y condiciones
muy suaves; un tratamiento enzimatico y otro en condiciones bdsicas suaves. Con el
tratamiento en condiciones basicas suaves se consiguié extraer el 92 % y el 99 % de la
manoproteina de las paredes de lias segunda fermentacion de cava y Charmat,
respectivamente. La fraccion de manoproteinas obtenida también demostrd exhibir la mayor
parte de la actividad antioxidante de la pared, lo que implica, de nuevo, que la actividad

antioxidante de las paredes de lias se debe a su contenido en manoproteinas.
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5. DISCUSION GENERAL

Nunca te das cuenta de lo que has hecho; sdélo puedes ver lo que te queda por hacer.
-Marie Curie-

En el presente trabajo se ha intentado dar respuesta a la falta de informacién
existente sobre uno de los subproductos principales en la elaboracién de vinos espumosos:
las lias de segunda fermentacién. Para ello, se ha evaluado su rol en la crianza de diferentes
vinos espumosos en condiciones enoldgicas reales y se han caracterizado como subproducto

con diferentes metodologias.

La actividad antioxidante es una propiedad destacable de los vinos tranquilos y aun
mas en los vinos espumosos, ya que pueden experimentar largas crianzas, incluso de afios
para los Gran reserva. Los vinos espumosos se caracterizan por un envejecimiento bioldgico
en sus propias lias, en el cual se produce el proceso de autolisis. Este proceso implica una
cesién de compuestos de la lia al vino, tanto de la pared como del citoplasma, algunos de los
cuales pueden poseer capacidad antioxidante. En este sentido, se ha intentado esclarecer
cual es el papel de las lias (células plasmolizadas de Saccharomyces cerevisiae) en la evolucion
y calidad de los vinos a lo largo del tiempo de envejecimiento. Por ello, se ha analizado la
composicién y la actividad antioxidante de dos tipos de vinos espumosos elaborados segln
los dos métodos mas utilizados para la toma de espuma: cava (método tradicional) y Charmat

(método Granvas), durante el envejecimiento con lias y sin lias.

En este sentido, se ha constatado que, durante el envejecimiento bioldgico en
contacto con lias, la actividad antioxidante de los vinos espumosos no cambia. Sin embargo,
una vez que se retiran, mediante la operacion de deglielle necesaria para la comercializacion,

se observa un descenso de la actividad antioxidante de los vinos que no esta ligado al
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contenido en fenoles (que determinados por HPLC-UV no presentan influencia significativa)
ni a otros antioxidantes clasicos (glucanos, glutation y otros compuestos tidlicos). Teniendo
en cuenta que las lias aportan una serie de sustancias con caracter antioxidante y que la
propia lia disminuye su actividad antioxidante durante el tiempo de crianza, se puede concluir
gue la presencia de lias involucra unos intercambios con el medio vino que protegen al vino
espumoso de su oxidacion. El efecto protector de la presencia de lias sobre la actividad
antioxidante se produce, por lo tanto, en los espumosos con menor contacto con lias
(Charmat), y en los vinos espumosos que han sufrido una oxidacién mayor (Gran reserva), es
decir, en los vinos espumosos mas desprotegidos. La presencia de las lias puede modular la
actividad antioxidante de los vinos espumosos, dotandolos de compuestos que pueden

ejercer un efecto protector sobre la actividad antioxidante durante el envejecimiento sur lie.

En cuanto a la caracterizacion morfoldgica, estructural y poblacional de las lias,
mediante microscopia optica confocal y citometria de flujo, se han visualizado diferencias
entre las lias de primera fermentacion, segunda fermentacidon de cava y de Charmat, y
levaduras secas comerciales (coadyuvante enoldgico), aun cuando todas ellas conservan la
integridad de su pared celular. Las diferencias residen en el porcentaje de componentes
exdgenos a las lias: restos celulares, bentonita, cristales de tartrato, que son especialmente
abundantes en las lias de primera fermentacion. Sus tamafos se situan alrededor de 3 um de
diametro menor y 5 um de didmetro mayor, aunque cuanto mayor es el tiempo de crianza (o
el grado de autolisis) se aprecia una tendencia al encogimiento celular. Por primera vez se
han establecido parametros de dispersion que muestran la distribucidén de particulas y células
en las lias y levaduras inactivas comerciales. Las muestras de primera fermentacion son las
mas heterogéneas y las que contienen menores cantidades de células por gramo seco. Las
lias tienen diferente densidad de células segin procedan de cava o de Charmat, con unas
concentraciones de 1,12-E10 células/gramo seco para lias de cava y de 2,76:E10
células/gramo seco para Charmat. Aunque ambos tipos de lias muestran las tipicas curvas
gaussianas de poblaciones celulares segun sus sefales de dispersidn, las lias del cava tienen
alrededor de un 13 % mas de particulas que se pueden considerar restos celulares. Para

determinar la posible viabilidad celular de estos subproductos se han usado dos fluorocromos
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para acidos nucleicos con diferentes caracteristicas: el SYTO 13 y el yoduro de propidio.
Practicamente todos los tipos de células de lias se han marcado con ambos fluorocromos, lo
gue es un indicio de que la gran mayoria de células tienen las membranas alteradas debido a
la plasmdlisis. Sin embargo, las muestras de segunda fermentacidn del cava tenian alrededor
del 10 % de células que podrian ser viables segun resultados del marcaje por citometria. Este

aspecto tendria que ser comprobado en futuros estudios.

En cuanto a la caracterizacién composicional de lias recuperadas de la elaboracion de
vinos espumosos, se ha constatado que éstas pueden ser fuente de diversos compuestos
susceptibles de valorizacidn a nivel industrial, especialmente porque consisten basicamente
en paredes celulares. En particular, las lias de primera fermentacidon contienen una alta
concentracion de tartratos y las de segunda fermentacién una alta concentraciéon en
compuestos fendlicos caracteristicos de vinos espumosos. En este sentido, se ha analizado
por HPLC-UV la concentracién de fenoles individuales que han absorbido estas lias de
segunda fermentacion, y tanto las lias de Cava como de Charmat retienen una cantidad
importante de compuestos fendlicos tipicos, como acido caftarico, catequina y epicatequina,
gue pueden ser facilmente desorbidos. Las lias recuperadas de vinos espumosos exhiben una
capacidad antioxidante y unas caracteristicas composicionales similares a la de los productos
enolégicos, levaduras secas inactivas, que se comercializan por sus propiedades
antioxidantes. Los compuestos mds destacables de las lias son polisacaridos (70 — 75 %) y
proteinas (9 — 15 %). El contenido en tioles (0,04 — 0,15 %) estd muy por debajo del que tiene

habitualmente las células de S. cerevisiae viables (alrededor del 1 %).

A fin de esclarecer en qué compuestos de la pared reside la capacidad antioxidante,
se ha realizado un fraccionamiento completo de la pared, desde los componentes mas
externos (manoproteinas), a los mas internos (B-glucanos), analizando la composicién vy
actividad antioxidante de cada fraccidén. En todas las muestras, las fracciones mas ricas en
compuestos proteicos han demostrado la mayor capacidad antioxidante, mientras que los
valores mas bajos han correspondido a la fraccion de B-glucanos. La actividad antioxidante se

ha correlacionado también con la cantidad de péptidos y aminodcidos libres, lo que indica
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gue tras una hidrdlisis de los compuestos proteicos de la pared se incrementan sus valores
de capacidad antioxidante. Un fraccionamiento o tratamiento en condiciones bdsicas suaves
(pH 8) permite extraer mas del 90% de las manoproteinas de la pared, lo que resulta
prometedor para la purificacién de estos componentes parietales de las lias con gran

capacidad antioxidante
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El lenguaje de la verdad debe ser, sin duda alguna, simple y sin artificios.
-Séneca-

La caracterizacion de las lias de segunda fermentacién y la evaluacién de su rol en la
crianza de los vinos espumosos ha sido uno de los puntos claves en la calidad de estos vinos
Yy, por tanto, de gran interés para la industria enoldgica. En el presente trabajo se ha intentado
dar respuesta a la falta de informacién existente sobre uno de los subproductos principales
en la elaboracién de vinos espumosos: las lias de segunda fermentacién. Para ello, se ha
evaluado su rol en la crianza de diferentes vinos en condiciones enoldgicas reales y se han
caracterizado en vistas a su posible revalorizacién por sus componentes y su potencial
antioxidante. Las conclusiones de la presente tesis doctoral resultan muy prometedoras para

el sector de los vinos espumosos y se destacan en:

-Durante el envejecimiento biolédgico en lias, la actividad antioxidante de los vinos
espumosos no cambia. Sin embargo, una vez que se degtiella el vino, se observa un descenso
de la actividad antioxidante que no es atribuible al contenido fendlico. Teniendo en cuenta
qgue las lias aportan una serie de antioxidantes y que la propia lia disminuye su actividad
antioxidante durante la crianza, se puede concluir que las lias tienen un importante papel en

el envejecimiento de los espumosos.

-Por microscopia confocal se observa que las lias, subproducto de la elaboracién de
cava y de Charmat, mantienen incluso durante largas crianzas (meses y/o afios) la estructura
ovoide tipica de la célulay la integridad de la pared. Su diametro se sitia entre 3y 5 um, algo

inferior al tamafio medio de la levadura viable. Sin embargo, se constata la degradacion
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citoplasmatica y la plasmdlisis celular, tanto en las lias de segunda fermentacién de cava

como de Charmat.

-Mediante la aplicacion de citometria de flujo con fluorescencia se ha observado que
el 90 % de las células de lias de cava y el 98 % de las células de lias de Charmat tienen las
membranas plasmaticas rotas y son células no viables. El nimero de células de las lias de

Charmat es de 2,76-10%° células/gramo seco y de 1,12-10%° células/gramo seco para el cava.

-De los analisis de composicién y actividad antioxidante de las lias se puede deducir
gue la capacidad antioxidante de las lias reside fundamentalmente en la pared. Los
compuestos principales de estas paredes celulares son los polisacaridos (70 — 75 %) vy las
proteinas (9 — 15 %). Tras un fraccionamiento de la pared celular de lias, se puede concluir
que la actividad antioxidante no se debe al contenido en tioles (0,04% - 0,15%), ni a los

glucanos de la pared, sino a la fraccion de manoproteinas.
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Al.1 Polifenoles totales de los vinos espumosos en envejecimiento sur lie

ANEXOS

Cupaje A Cupaje B
Botella 1 Botella 2 Botella 1 Botella 2
Tipo Tiempo Media D.S. Media D.S. Media D.S. Media D.S.
cava 0 171,90 2290 178,37 22,74 171,04 21,42 178,76 24,98
1 160,10 11,81 162,88 16,71 171,69 1891 151,14 13,83
3 152,75 9,22 157,85 17,08 162,63 16,23 166,14 19,40
6 150,10 21,63 160,00 17,54 164,40 21,89 158,52 17,47
9 156,67 13,67 159,05 18,65 167,94 23,57 152,82 30,70
13 140,59 18,07 159,59 17,89 157,43 17,65 165,11 21,73
17 160,82 29,51 159,24 16,59 162,86 17,43 160,51 19,98
21 160,38 20,15 163,34 19,58 166,53 20,78 144,39 7,18
30 163,66 1599 157,88 18,62 168,61 21,47 167,54 25,38
Charmat 0 208,73 32,05 190,28 6,96 192,85 4,06 194,65 2,22
1 178,01 13,15 161,74 8,77 176,87 11,62 175,53 9,56
3 167,45 32,13 171,82 13,76 180,38 14,92 177,72 1,19
6 179,53 9,75 185,52 9,01 183,24 2,65 181,34 5,83
9 186,28 13,71 186,00 6,58 178,29 10,42 168,40 1,67
13 188,85 10,56 173,63 8,62 179,53 3,31 175,34 10,70
17 176,77 19,28 187,71 5,57 182,95 5,28 183,14 12,14

Unidades: mg GAE/L. D.S.=desviacién estdndar; n=3.
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ANEXOS

Al.2 Hidroxicinamatos totales de los vinos espumosos en envejecimiento sur lie

Cupaje A Cupaje B
Botella 1 Botella 2 Botella 1 Botella 2

Tipo  Tiempo Media D.S. Media D.S. Media D.S. Media D.S.
cava 0 21,46 1,56 23,05 0,44 21,68 0,37 20,98 0,25
1 21,99 1,06 20,98 1,00 19,61 0,06 20,53 0,50

3 23,13 0,93 23,27 0,25 21,50 0,00 20,31 1,43

6 22,47 1,74 21,77 2,12 23,05 0,69 22,12 0,50

9 23,84 0,06 23,40 0,31 22,87 2,06 22,47 0,62

13 23,35 0,25 24,28 0,19 22,56 1,74 21,02 0,31

17 24,02 1,93 25,03 0,00 22,47 1,37 23,22 0,06

21 24,76 0,37 24,54 0,19 23,49 0,06 18,95 5,23

30 24,24 1,99 24,81 1,56 23,18 1,74 24,19 0,19

Charmat 0 21,77 5,48 20,31 0,93 21,72 4,17 20,58 1,81
1 21,50 3,49 22,61 1,68 21,64 2,18 22,87 3,80

3 21,77 0,37 23,44 2,49 21,68 0,62 21,77 0,75

6 22,47 2,99 22,08 0,69 22,61 3,55 23,57 2,55

9 24,81 1,93 23,40 2,31 20,93 1,18 22,34 6,04

13 24,02 1,93 24,41 1,50 21,90 3,55 24,28 2,06

17 23,05 0,44 22,78 1,31 24,72 2,31 23,66 1,06

Unidades: mg dcido cafeico/L. D.S.=desviacion estdndar; n=3.
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ANEXOS

Al.3 Flavanoles totales de los vinos espumosos en envejecimiento sur lie

Cupaje A Cupaje B
Botella 1 Botella 2 Botella 1 Botella 2

Tipo Tiempo Media D.S. Media D.S. Media D.S. Media D.S.
cava 0 11,51 1,84 9,12 1,55 9,54 0,95 13,88 2,36
1 18,89 1,51 17,17 1,37 11,39 1,14 15,96 2,71

3 15,39 0,31 15,43 1,08 19,15 1,92 15,49 2,63

6 12,04 2,41 17,70 4,42 15,87 1,43 16,92 1,18

9 15,82 0,79 17,01 1,19 16,79 1,51 16,31 0,33

13 17,32 3,46 12,77 2,17 19,00 1,90 22,24 0,89

17 20,23 1,62 23,76 3,56 20,64 1,86 12,28 2,33

21 18,89 0,94 20,09 1,00 20,88 2,13 18,92 1,32

30 22,52 1,58 25,93 3,11 24,47 2,52 16,43 2,79

Charmat 0 14,34 1,15 12,35 1,73 18,80 1,90 13,95 2,37
1 15,13 1,06 15,83 1,58 19,61 1,76 16,67 2,33

3 14,00 1,40 16,57 1,66 20,60 1,98 14,90 2,53

6 16,22 0,32 15,18 1,06 17,23 1,69 13,89 2,36

9 14,52 1,45 17,01 0,85 18,47 2,03 15,08 2,56

13 16,64 1,33 17,35 0,17 19,06 1,53 20,58 1,23

17 19,03 0,19 18,43 0,74 19,09 1,72 16,99 1,87

Unidades: mg catequina/L. D.S.=desviacién estdndar; n=3.
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Al.4 Actividad antioxidante medida con el método FRAP de los vinos espumosos sur lie

ANEXOS

Cupaje A Cupaje B
Botella 1 Botella 2 Botella 1 Botella 2

Tipo Tiempo Media D.S. Media D.S. Media D.S. Media D.S.
cava 0 627,06 5,06 599,35 6,23 616,86 7,97 608,91 7,75
1 593,15 2,75 619,56 2,38 592,55 8,14 536,41 8,08

3 638,47 6,80 583,24 5,70 608,16 6,44 623,01 8,33
6 576,34 7,25 586,09 4,94 605,00 40,41 590,75 10,76

9 557,43 40,08 638,17 2,60 585,19 13,73 614,46 5,12

13 609,21 2,06 647,78 8,11 559,38 3,06 577,54 6,44

17 648,38 13,27 611,16 6,99 595,85 3,83 632,92 8,65
21 587,14 6,80 671,34 30,97 624,52 2,51 561,48 58,62
30 596,60 7,81 582,19 18,03 602,75 2,56 623,31 12,03

Charmat 0 780,35 13,58 860,61 13,13 835,72 21,43 741,22 7,27
1 722,46 16,81 821,65 5,49 776,02 22,94 757,81 15,34
3 722,10 9,93 849,43 21,17 769,17 24,10 731,48 16,59

6 793,88 30,38 892,71 23,40 780,89 6,27 742,48 2,44
9 765,20 22,24 972,79 6,89 800,55 29,28 680,80 24,01

13 800,19 31,30 872,15 11,43 796,04 6,15 754,02 3,01
17 777,83 25,91 897,40 13,56 807,95 6,76 752,94 17,59

Unidades: uM TEQ. D.S.=desviacion estdandar; n=3.
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Al.5 Actividad antioxidante medida con el método DPPH de los vinos espumosos sur lie

ANEXOS

Cupaje A Cupaje B
Botella 1 Botella 2 Botella 1 Botella 2

Tipo Tiempo Media D.S. Media D.S. Media D.S. Media D.S.
cava 0 197,60 0,38 185,00 16,18 167,84 16,91 176,07 14,13
1 177,71 7,43 177,99 10,23 168,66 18,61 162,40 11,66

3 177,00 7,76 163,28 14,96 170,46 16,90 169,05 18,33
6 180,59 3,52 170,26 13,64 169,91 20,46 165,36 18,08

9 190,30 2,68 171,61 21,78 164,73 19,12 169,63 11,31
13 180,00 9,24 194,26 12,04 169,65 16,20 169,55 18,18

17 191,89 7,06 175,02 9,86 175,23 22,86 163,39 20,02
21 192,65 11,95 143,02 26,89 167,39 25,42 165,38 18,23
30 181,02 7,40 185,77 9,15 182,88 19,23 172,20 23,00

Charmat 0 186,15 0,22 195,13 9,62 227,23 0,21 224,61 6,21
1 181,24 7,27 170,57 2,41 207,09 2,81 213,78 4,61

3 187,77 5,17 209,02 12,61 213,79 11,25 211,68 3,23

6 179,42 1,61 224,75 7,66 221,35 4,09 216,48 0,62
9 214,55 4,82 230,57 4,59 222,22 1,25 201,36 11,12
13 173,61 5,74 207,61 14,01 217,51 2,24 217,12 11,43

17 168,80 1,93 222,57 9,90 211,39 10,45 216,36 7,71

Unidades: uM TEQ. D.S.=desviacion estdandar; n=3.
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Al.6 Contenido en SO; total de los vinos espumosos en envejecimiento sur lie

ANEXOS

Cupaje A Cupaje B
Botella 1 Botella 2 Botella 1 Botella 2

Tipo Tiempo Media D.S. Media D.S. Media D.S. Media D.S.
cava 0 81,0 1,8 78,2 4,5 70,0 2,4 60,2 2,1
1 76,5 2,9 72,4 3,2 60,5 0,9 56,1 0,8

3 69,5 5,5 65,5 1,4 56,7 2,9 54,2 4,1

6 71,4 6,7 70,0 5,5 53,5 1,3 51,0 3,6

9 70,1 0,9 67,1 2,7 50,9 1,9 48,1 0,9

13 66,9 2,6 63,2 0,6 49,3 2,8 45,2 1,8

17 55,2 1,8 70,6 2,6 48,0 0,6 44,5 2,4

21 66,9 2,9 61,1 3,6 47,1 0,2 42,6 1,3

30 63,7 1,8 61,4 0,1 41,3 2,0 40,2 1,7

Charmat 0 72,8 0,7 77,2 2,1 53,5 54 59,9 3,0
1 67,3 3,2 74,9 4,8 50,7 0,5 54,4 1,2

3 66,4 1,8 72,6 2,9 51,2 0,9 55,8 1,2

6 67,2 0,9 71,8 1,6 50,1 1,4 52,4 0,3

9 66,7 5,0 71,6 3,2 47,0 0,7 53,9 0,7

13 66,2 1,3 69,8 2,1 48,5 4,1 54,1 1,1

17 60,3 1,1 64,9 0,6 45,9 0,5 52,8 1,6

Unidades: mg/L. D.S.=desviacién estdndar; n=3.
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ANEXOS

Al.7 Polifenoles totales de los vinos espumosos en envejecimiento comercial (sin lias)

Cupaje A Cupaje B
Botella 1 Botella 2 Botella 1 Botella 2

Tipo Tiempo Media D.S. Media D.S. Media D.S. Media D.S.
cava 0 197,65 12,35 190,74 11,05 189,09 11,69 193,77 8,49
4 183,83 23,37 141,65 6,61 171,62 15,34 163,06 6,91

8 185,43 8,56 163,69 11,09 174,42 11,91 177,27 4,64

12 189,77 21,27 175,39 17,05 186,75 17,75 171,79 9,07
21 195,48 28,80 194,39 10,99 169,39 10,86 176,59 12,90

cava 0 198,96 18,24 190,63 7,32 195,82 5,08 188,74 6,87
reserva 4 207,86 4,31 195,08 6,46 185,60 11,12 192,51 18,58
12 193,08 6,14 160,49 9,17 180,98 6,39 183,04 8,65
30 204,27 11,41 190,74 6,20 182,35 17,25 186,86 11,67
Charmat 0 191,43 33,56 188,91 13,28 163,06 12,34 151,93 16,89
4 165,40 18,44 190,46 17,21 165,40 14,08 172,36 11,62
8 171,96 19,58 175,56 22,04 167,74 19,07 169,57 16,78
12 168,65 19,55 172,82 16,33 165,63 21,52 162,15 18,15
21 175,44 22,31 176,19 15,24 161,57 10,54 164,26 12,25

Unidades: mg GAE/L. D.S.=desviacion estdandar; n=3.

182



ANEXOS

Al.8 Hidroxicinamatos totales de los vinos espumosos en envejecimiento comercial (sin lias)

Cupaje A Cupaje B
Botella 1 Botella 2 Botella 1 Botella 2

Tipo Tiempo Media D.S. Media D.S. Media D.S. Media D.S.
cava 0 23,15 0,49 23,40 0,28 21,85 0,92 23,20 1,98
4 24,05 2,62 18,90 3,39 21,00 0,28 20,55 1,34

8 24,45 2,62 21,90 0,90 22,85 1,77 24,25 2,05

12 24,90 3,54 24,25 1,20 23,55 0,64 15,80 9,76

21 25,15 4,17 25,70 0,14 23,85 1,06 25,55 2,76

cava 0 24,00 0,14 23,40 0,42 23,70 1,98 23,60 1,41
reserva 4 25,05 0,78 25,15 2,19 24,45 1,77 25,15 0,35
12 27,40 0,28 21,95 1,34 24,80 1,98 24,15 1,06

30 27,20 1,56 28,35 0,35 26,70 2,26 25,75 0,78

Charmat 0 18,40 1,20 19,20 0,80 17,10 1,10 17,40 0,62
4 17,83 1,55 18,23 1,69 18,33 1,38 18,00 1,51

8 19,03 0,76 20,10 1,21 18,93 1,29 18,87 1,15

12 18,53 2,65 19,77 0,97 18,47 2,58 17,10 1,67

21 20,60 0,35 19,80 2,48 18,90 0,69 18,97 1,20

Unidades: mg dcido cafeico/L. D.S.=desviacion estdndar; n=3.
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ANEXOS

Al. 9 Flavanoles totales de los vinos espumosos en envejecimiento comercial (sin lias)

Cupaje A Cupaje B
Botella 1 Botella 2 Botella 1 Botella 2

Tipo Tiempo Media D.S. Media D.S. Media D.S. Media D.S.
cava 0 10,08 0,54 8,16 1,53 10,41 0,34 15,40 0,75
4 9,48 0,30 9,60 0,55 7,90 0,76 9,20 0,81

8 12,12 0,60 9,48 0,80 12,50 0,71 12,90 0,97

12 10,44 1,27 9,24 0,81 7,30 1,01 9,70 1,40

21 11,16 0,81 12,36 1,66 14,40 0,32 9,60 0,68

cava 0 15,50 2,27 12,10 0,71 9,80 0,94 11,30 0,57
reserva 4 13,30 1,71 13,90 0,32 9,08 0,60 8,00 0,85
12 12,40 0,25 10,70 0,31 9,00 0,88 9,30 0,79

30 15,60 0,63 18,70 2,14 6,80 1,57 8,50 1,06

Charmat 0 11,70 2,04 11,80 1,57 7,23 0,51 9,80 0,44
4 12,00 0,71 12,30 0,55 10,80 0,24 11,20 1,35

8 14,10 1,06 12,40 0,82 8,20 0,64 11,20 0,30

12 13,40 0,33 14,40 0,83 9,62 1,19 11,40 0,91

21 14,60 0,73 14,20 0,99 11,20 0,28 12,80 0,68

Unidades: mg catequina/L. D.S.=desviacion estdandar; n=3.
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ANEXOS

Al.10 Actividad antioxidante medida con el método FRAP de los vinos espumosos en envejecimiento comercial (sin lias)

Cupaje A Cupaje B
Botella 1 Botella 2 Botella 1 Botella 2

Tipo Tiempo Media D.S. Media D.S. Media D.S. Media D.S.
cava 0 1031,7 47,7 1110,3 153,4 968,7 34,0 1087,0 84,0
4 696,0 41,9 781,0 47,1 934,3 22,0 903,0 8,7

8 930,3 36,5 1010,3 4,2 893,7 25,1 1015,7 37,3

12 926,3 12,6 1052,0 20,5 926,7 6,8 973,0 49,4

21 956,7 48,2 993,0 74,5 967,0 46,3 975,0 19,7

cava 0 971,0 31,4 1025,7 86,9 1142,0 85,3 1210,0 25,2
reserva 4 947,3 24,9 888,7 22,7 930,7 44,3 1104,3 41,3
12 813,3 8,1 782,0 87,7 974,7 27,8 1034,0 14,5

30 766,7 24,6 776,7 13,3 841,0 91,0 865,7 43,9

Charmat 0 902,3 15,3 1040,0 14,4 877,0 10,6 876,3 6,7
4 761,0 12,5 840,7 5,9 764,7 16,6 814,7 13,6

8 818,0 26,0 757,3 22,5 715,7 7,4 714,3 42,5

12 823,3 16,3 835,0 16,5 765,7 0,6 727,7 7,1

21 747,7 11,0 772,3 12,2 745,3 1,5 642,3 1,2

Unidades: uM TEQ. D.S.=desviacion estdandar; n=3.
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ANEXOS

Al.11 Actividad antioxidante medida con el método DPPH de los vinos espumosos en envejecimiento comercial (sin lias)

Cupaje A Cupaje B
Botella 1 Botella 2 Botella 1 Botella 2

Tipo Tiempo Media D.S. Media D.S. Media D.S. Media D.S.
cava 0 257,5 17,7 238,1 31,1 224,6 2,7 249,3 6,6
4 220,1 1,6 218,1 3,0 209,8 1,9 208,2 2,4

8 232,0 1,1 189,2 6,5 207,6 2,7 2244 0,8

12 207,0 2,8 217,3 0,6 206,9 5,4 217,5 6,0

21 209,8 4,8 223,2 3,6 213,2 1,3 190,2 0,8

cava 0 251,0 25,3 231,0 28,4 229,4 15,8 241,3 9,4
reserva 4 212,5 11,2 187,8 15,3 2129 16,7 214,2 6,3
12 212,9 17,8 158,0 12,2 208,7 16,8 218,6 12,8

30 178,3 11,0 166,8 0,6 193,1 10,5 201,4 2,0

Charmat 0 225,5 7,8 235,3 11,7 205,8 17,1 195,1 11,4
4 184,6 3,3 211,4 3,0 182,0 15,6 182,2 0,6

8 208,3 0,1 207,7 0,3 172,9 8,3 186,5 6,6

12 196,4 11,2 213,1 5,9 170,2 11,2 166,3 34,2

21 204,4 8,5 208,9 3,6 161,0 10,3 174,1 12,2

Unidades: uM TEQ. D.S.=desviacion estdandar; n=3.

186



ANEXOS

Al.12 Contenido en SO; libre de los vinos espumosos en envejecimiento comercial (sin lias)

Cupaje A Cupaje B
Botella 1 Botella 2 Botella 1 Botella 2
Tipo Tiempo Media D.S. Media D.S. Media D.S. Media D.S.
cava 0 16 2 20 1 16 2 19
4 9 1 13 1 8 1 12 1
8 - - - - - - - -
12 - - - - - - -
21 - - - - - - - -
cava 0 19 2 17 0 14 1 16 1
reserva 4 9 0 6 0 8 0 10 0
12 - - - - - - - -
30 - - - - - - - -
Charmat 0 15 1 21 1 19 2 24 2
4 6 0 9 0 6 0 9 0
8 - - - - - - - -
12 - - - - - - - -
21 - - - - - - - -

Unidades: mg/L. El guidn indica que el valor estd por debajo del limite de cuantificacion (6 mg/L). D.S.=desviacion estdandar; n=3.
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ANEXOS

Al.13 Contenido en SO; total de los vinos espumosos en envejecimiento comercial (sin lias)

Cupaje A Cupaje B
Botella 1 Botella 2 Botella 1 Botella 2
Tipo Tiempo Media D.S. Media D.S. Media D.S. Media D.S.
cava 0 132 2 125 5 105 2 100 9
4 125 5 121 2 81 9 87 8
8 110 6 116 8 84 2 80 5
12 106 6 110 8 86 1 78 2
21 103 1 105 9 86 8 80 4
cava 0 130 3 118 5 106 5 100 3
reserva 4 115 7 108 7 97 1 102 7
12 97 5 104 7 82 4 90 4
30 100 1 96 7 84 2 90 2
Charmat 0 130 7 124 3 120 6 113 1
4 117 1 114 1 97 3 90 1
8 112 4 104 4 94 4 87 9
12 108 6 100 5 91 9 83 3
21 103 3 100 7 89 9 82 5

Unidades: mg/L. D.S.=desviacion estdndar; n=3.
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ANEXOS

Al.14 Contenido en acido caftarico, acido cafeico y dcido 2-S glutationil caftarico de los vinos espumosos medidos por HPLC

Acido caftérico Acido cafeico Acido 2-S-glutationil caftarico
Cupaje A Cupaje B Cupaje A Cupaje B Cupaje A Cupaje B
Tipo Tiempo B.1 B. 2 B.1 B. 2 B.1 B. 2 B.1 B. 2 B.1 B. 2 B.1 B. 2
cava sur 9 5,68 6,04 5,05 5,38 4,46 5,35 4,02 4,76 1,33 1,41 1,30 1,32
lie 13 5,03 6,17 4,41 4,61 4,20 5,08 4,12 4,22 1,43 1,46 1,35 1,28

17 5,43 5,59 4,35 4,55 4,79 4,91 4,55 4,62 1,39 1,53 1,51 1,38
21 5,59 5,49 4,73 4,51 505 4,93 4,87 4,57 1,45 1,39 1,52 1,43
30 5,34 5,34 4,65 4,53 510 5,10 4,98 4,54 1,47 1,47 1,62 1,53

cava 0 4,55 5,41 4,23 5,23 0,65 0,79 0,54 0,64 1,86 2,06 12,18 25,01
comercial 4 5,16 4,64 4,35 4,19 0,81 0,69 0,58 0,49 1,90 1,78 10,51 10,71
8 5,06 4,51 4,98 4,43 0,86 0,78 0,86 0,76 1,63 1,69 6,49 13,42

12 4,57 4,40 3,86 4,17 0,83 0,79 0,71 0,72 1,69 1,82 8,69 9,94

21 4,12 4,62 4,13 3,57 0,84 0,97 0,84 0,68 1,62 1,86 5,37 7,92

cava 0 5,28 5,09 3,90 4,00 0,88 0,86 0,74 0,77 9,18 7,80 10,92 10,90
reserva 4 4,88 5,01 3,87 3,96 0,81 0,85 0,73 0,80 8,02 7,54 9,53 9,52
comercial 12 4,58 4,40 3,76 3,80 0,99 0,94 0,84 0,87 5,92 550 8,74 8,64
30 4,14 4,17 3,32 3,38 1,09 1,01 0,86 0,89 4,76 566 5,45 7,20

Charmat 0 3,80 3,83 3,96 4,11 0,47 0,49 0,38 045 2,11 2,38 2,85 3,19
comercial 4 3,61 3,70 4,39 4,17 0,46 0,50 0,56 0,51 1,74 2,55 3,19 2,91
8 3,71 3,63 4,10 3,92 0,55 0,58 0,60 0,55 1,86 1,88 2,34 2,46
12 3,59 3,91 3,84 3,63 0,57 0,65 0,60 0,59 1,84 2,02 2,06 2,01
21 3,50 3,38 3,78 3,82 0,67 0,67 0,73 0,74 1,73 1,54 1,97 1,80

Unidades: mg/L; B.1=botella 1; B.2= botella 2.
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ANEXOS

Al.15 Contenido en acido fertarico y acido p-coumarico de los vinos espumosos medidos por HPLC

Acido fertérico Acido p-coumérico

Cupaje A Cupaje B Cupaje A Cupaje B
Tipo Tiempo B.1 B.2 B.1 B. 2 B.1 B. 2 B.1 B. 2
cava sur lie 9 2,72 2,63 3,39 3,37 0,95 0,86 0,24 0,32
13 2,23 2,30 2,76 3,00 0,97 0,72 0,17 0,31
17 2,55 2,21 2,85 3,16 1,21 0,97 0,28 0,33
21 2,30 2,29 3,84 2,82 1,06 0,92 0,46 0,37
30 2,04 2,04 3,37 3,46 1,46 1,46 0,65 0,55
cava 0 0,93 1,01 1,18 1,26 0,49 0,58 0,36 0,36
comercial 4 0,98 0,89 1,13 1,08 0,60 0,59 0,41 0,38
8 1,01 0,87 0,96 1,30 0,73 0,68 0,71 0,51
12 0,91 0,87 1,18 1,28 0,70 0,65 0,55 0,61
21 0,84 0,87 0,84 1,13 0,77 0,85 0,77 0,65
cava 0 1,00 0,99 1,19 1,23 0,67 0,64 0,43 0,48
reserva 4 0,97 0,90 1,23 1,26 0,66 0,60 0,49 0,53
comercial 12 0,94 0,79 1,22 1,24 0,80 0,69 0,64 0,69
30 0,87 0,86 1,20 1,12 0,93 0,96 0,66 0,87
Charmat 0 0,82 0,82 1,09 1,15 0,46 0,43 0,29 0,35
comercial 4 0,78 0,81 1,31 1,26 0,40 0,44 0,46 0,45
8 0,82 0,82 1,30 1,21 0,55 0,56 0,58 0,55
12 0,80 0,84 1,23 1,18 0,58 0,63 0,61 0,57
21 0,79 0,79 1,25 1,26 0,65 0,66 0,74 0,80

Unidades: mg/L; B.1=botella 1; B.2= botella 2.
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ANEXOS

Al.16 Contenido en acido cis-coutarico y acido trans-coutarico de los vinos espumosos medidos por HPLC

Acido cis-coutarico Acido trans-coutarico

Cupaje A Cupaje B Cupaje A Cupaje B
Tipo Tiempo B.1 B.2 B.1 B.2 B.1 B. 2 B.1 B. 2
cava sur lie 9 2,55 3,11 3,24 4,05 1,38 1,55 1,10 1,52
13 2,03 2,69 3,12 3,39 2,17 1,49 1,99 1,21
17 2,02 2,16 2,92 3,52 1,94 2,04 1,98 2,01
21 2,16 1,98 3,25 2,85 1,99 2,13 2,00 2,25
30 1,85 1,85 3,24 2,88 2,61 2,35 2,17 2,49
Cava 0 0,93 1,06 2,07 2,19 1,20 1,41 1,04 1,19
comercial 4 0,95 0,85 1,75 1,45 1,50 1,38 1,20 1,13
8 0,84 0,71 1,25 1,61 1,83 1,63 1,75 1,50
12 0,74 0,75 1,40 1,48 1,71 1,63 1,61 1,66
21 0,63 0,69 0,94 1,16 1,82 1,93 1,79 1,72
Cava 0 1,55 1,51 1,78 1,87 1,48 1,46 1,12 1,16
reserva 4 1,37 1,39 1,70 1,71 1,48 1,52 1,24 1,28
comercial 12 1,14 0,97 1,41 1,45 1,75 1,61 1,61 1,63
30 0,94 0,88 0,82 1,02 1,85 1,96 1,91 2,00
Charmat 0 0,85 0,85 1,08 1,13 1,07 1,10 0,85 1,18
comercial 4 0,60 0,76 1,12 1,08 0,99 1,16 1,43 1,37
8 0,58 0,65 0,94 0,93 1,41 1,39 1,66 1,64
12 0,61 0,67 0,83 0,85 1,43 1,57 1,78 1,68
21 0,55 0,54 0,71 0,84 1,60 1,62 2,11 2,06

Unidades: mg/L; B.1=botella 1; B.2= botella 2.
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ANEXOS

Al.17 Contenido en 4cido galico y dcido protocatéquico de los vinos espumosos medidos por HPLC

Acido gélico Acido protocatéquico
Cupaje A Cupaje B Cupaje A Cupaje B

Tipo Tiempo B.1 B. 2 B.1 B. 2 B.1 B.2 B.1 B.2
cava sur 9 4,86 17,95 7,27 2,53 16,12 16,43 15,63 16,38
lie 13 7,21 5,41 7,76 2,94 16,15 16,13 16,21 16,67
17 0,21 6,10 4,10 3,31 16,54 16,67 16,61 17,17
21 20,24 20,29 9,65 8,95 16,70 16,92 18,90 17,47
30 22,81 22,88 6,79 4,10 17,22 18,25 19,13 18,50

Cava 0 0,92 0,86 1,01 1,10 4,29 4,78 1,47 1,55
comercial 4 0,95 0,86 0,99 0,91 5,00 4,52 1,29 1,49
8 0,84 0,79 0,89 0,98 5,47 4,97 1,05 1,72

12 0,82 0,78 1,03 0,99 5,05 5,03 1,35 1,71

21 0,85 0,85 0,82 0,95 5,29 5,92 1,01 1,60

cava 0 0,85 0,77 0,99 0,98 1,38 1,37 1,68 1,68
reserva 4 0,85 0,77 1,00 0,90 1,31 1,35 1,66 1,69
comercial 12 0,80 0,77 0,93 0,94 1,29 1,26 1,70 1,69
30 0,76 0,73 0,82 0,86 1,27 1,27 1,65 1,64

Charmat 0 0,59 0,65 0,65 0,67 3,92 4,02 1,11 1,22
comercial 4 0,60 0,64 0,71 0,67 3,68 4,18 1,27 1,22
8 0,64 0,62 0,68 0,66 5,09 5,14 1,27 1,22

12 0,65 0,63 0,67 0,71 5,24 5,66 1,22 1,27

21 0,63 0,59 0,69 0,71 5,99 5,79 1,26 1,35

Unidades: mg/L; B.1=botella 1; B.2= botella 2.
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ANEXOS

Al.18 Contenido en tirosol y catequina de los vinos espumosos medidos por HPLC

Tirosol Catequina

Cupaje A Cupaje B Cupaje A Cupaje B
Tipo Tiempo B.1 B.2 B.1 B.2 B.1 B.2 B.1 B.2
cava sur lie 9 16,69 17,97 16,04 14,70 6,90 7,07 7,35 8,15
13 14,47 16,57 16,51 16,21 6,84 6,95 7,74 8,19
17 15,02 17,61 17,15 17,19 6,94 6,95 7,96 8,10
21 18,39 19,12 19,80 17,93 6,89 6,83 8,37 7,55
30 20,29 21,52 21,54 20,36 7,13 7,51 8,75 7,92
cava 0 11,59 11,77 3,71 3,99 0,39 0,48 0,48 0,47
comercial 4 12,38 10,92 3,62 3,54 0,48 0,41 0,42 0,42
8 12,75 11,18 3,43 4,01 0,46 0,46 0,42 0,47
12 11,85 11,14 4,37 4,01 0,41 0,38 0,55 0,48
21 11,50 13,55 3,62 3,69 0,44 0,44 0,34 0,40
cava 0 4,05 4,24 7,42 7,43 0,43 0,44 0,46 0,48
reserva 4 3,91 4,08 7,34 7,46 0,40 0,41 0,48 0,50
comerecial 12 4,23 3,93 7,50 7,46 0,42 0,39 0,46 0,46
30 4,02 4,39 7,25 7,24 0,41 0,40 0,37 0,42
Charmat 0 3,24 3,85 13,03 13,47 0,53 0,54 0,47 0,51
comercial 4 2,76 3,89 14,45 14,28 0,42 0,43 0,45 0,49
8 3,33 3,52 13,94 13,15 0,46 0,47 0,49 0,43
12 4,00 3,97 12,73 12,69 0,42 0,48 0,46 0,42
21 3,26 3,03 13,50 14,42 0,41 0,42 0,41 0,41

Unidades: mg/L; B.1=botella 1; B.2= botella 2.
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ANEXOS

Al.19 Numero de células por gramo seco, porcentaje de células antes de la disrupcién y después de la disrupcidn, y porcentaje de
ruptura promedio de las muestras de lias

Células/g DW % CAD % CDD % RP
Muestra Media D.S. Media D.S. Media D.S. Media D.S.
12 Fermentacién 1,67E+09 2,10E+08 56 7 8 2 86 6
22 Fermentacion 1,12E+10 5,87E+07 83 5 29 3 65 7
Charmat 2,76E+10 1,02E+08 96 4 31 3 68 5
Levaduras secas inactivas 2,30E+09 0,14E+08 93 6 65 5 30 4

Codigos: % CAD=porcentaje de células antes de la disrupcion; % CDD=porcentaje de células después de
la disrupcion; % RP=porcentaje de ruptura promedio. D.S.=desviacion estdndar; n=3.

Al.20 Porcentaje de sélidos, pH, y acido tartarico de las muestras de lias

% solidos pH % Ac. tartdrico
Muestras Media DS Media DS Media DS
1FS 68 2 3,3 0,2 78
2FS 12 1 3,1 0,1 18 2
XS 29 2 3,2 0,1 5

Cddigos: 1FS=lias de primera fermentacion del cava antes del lavado; 2FS= lias de
segunda fermentacion de cava antes del lavado; XS= lias de sequnda fermentacion
del Charmat antes del lavado. D.S.=desviacion estdndar; n=3.
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ANEXOS

Al.21 Contenidos en fenoles individuales de las muestras de lias medidos por HPLC

Ac. Galico Tirosol Ac. Caftdrico Catequina Ac. Cafeico  Epicatequina Ac. Coumarico  Ac. Ferulico
Muestra Fraccion Media D.S. Media D.S. Media D.S. Media D.S. Media D.S. Media D.S. Media D.S. Media D.S.
12 ES 20 04 154 1,6 429 6,1 29,1 3,8 4,2 1,0 11,2 0,7 0,0 1,7 0,1
Fermentacion Wy nd 12,3 0,8 8,6 1,4 9,8 1,8 2,5 0,1 nd nd 2,2 0,0
cwy nd nd nd nd nd nd nd nd
Cyt nd nd 7,1 0,6 85 1,1 1,8 02 nd nd nd
22 ES nd nd 349,2 28,2 nd 8,7 03 72,5 10,0 0,7 4,2 0,5
Fermentacion wy nd nd nd nd nd nd nd nd
cwy nd nd nd nd nd nd nd nd
Cyt nd nd nd nd nd nd nd nd
Charmat ES nd nd 396,0 34,7 503 4,2 156 1,2 1719 3,8 0,0 nd
WY nd nd 100,5 8,9 23,4 1,5 1,3 0,1 nd nd nd
CWy nd nd 80,0 10,1 215 2,7 0,9 0,1 6,8 1,2 nd nd
Cyt nd nd 20,3 1,3 nd nd nd nd nd

Unidades: ug/g de peso seco. Cédigos: ES=lia entera sucia; WY=lia entera limpia; CWY=paredes; Cyt=citoplasma. D.S.=desviacién estdndar;
nd=datos por debajo de limite de deteccion; n=3.

Ac. galico Tirosol  Ac. caftdrico Catequina  Ac.cafeico  Epicatequina Ac.coumérico  Ac. ferulico
LDD (mg/L) 0,05 0,26 0,05 0,25 0,03 0,23 0,02 0,03

Limites de deteccion (LDD) de los fenoles con el método analitico aplicado.
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ANEXOS

Al.22 Contenido en polisacdridos, proteina soluble, péptidos y aminoacidos libres de las muestras de lias

% Polisacaridos % Proteina soluble % Péptidos % Aminoacidos

Muestra Fraccion Media DS Media SD Media SD Media SD
12 WY 13,4 0,7 2,7 0,2 - 0,02 0,00
Fermentacion CWY 10,9 0,4 2,7 0,1 - 0,01 0,00
Cyt 2,1 0,4 0,1 0,0 - 0,01 0,00

22 WY 72,3 6,7 8,5 0,7 - 0,05 0,01
Fermentacion CWY 74,5 6,5 8,7 0,5 - 0,08 0,01
Cyt 0,5 0,1 0,4 0,1 - 0,01 0,01

Charmat WY 70,7 6,8 15,5 1,4 - 0,05 0,01
cwy 67,8 4,0 15,0 0,5 - 0,05 0,01

Cyt 8,1 0,4 0,7 0,1 - 0,01 0,00

Levadura WY 56,6 6,1 21,2 1,5 3,40 0,04 5,76 0,04
Seca Inactiva cwy 46,9 4,2 15,5 1,2 - 0,11 0,01
Cyt 9,9 0,6 2,7 0,6 3,32 0,02 5,42 0,06

Porcentajes en peso referidos al peso seco de levadura entera. Cédigos: ES=lia entera sucia; WY=lia entera limpia;
CWY=paredes; Cyt=citoplasma. D.S.=desviacion estdndar; n=3. El guion indica que la medida estd por debajo del limite
de cuantificacion.
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ANEXOS

Al.23 Contenido en tioles totales, glutatidon reducido y oxidado de las muestras de lias

% Tioles totales

% Glutation reducido % Glutation oxidado

Muestra Fraccion Media D.S. Media D.S. Media D.S.

12 WY 0,038 0,001 - -
Fermentacion CWy 0,033 0,002 - -
Cyt 0,015 0,002 - -
22 WY 0,037 0,002 - -
Fermentacion CWYy 0,035 0,001 - -
Cyt 0,015 0,002 - -
Charmat WY 0,154 0,006 - -
CWy 0,184 0,015 - -
Cyt 0,017 0,002 - -

Levadura WY 3,282 0,373 2,254 0,249 0,294 0,003
Seca Inactiva CWy 0,532 0,031 0,126 0,012 -

Cyt 2,920 0,021 1,956 0,047 0,329 0,014

Porcentajes en peso referidos al peso seco de levadura entera. Cddigos: ES=lia entera sucia; WY=lia entera
limpia; CWY=paredes; Cyt=citoplasma. D.S.=desviacidon estdndar; n=3. El guion indica que la medida estd por
debajo del limite de cuantificacion.
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ANEXOS

Al.24 Actividad antioxidante de las muestras de lias y sus fracciones

Folin-Ciocalteau FRAP DPPH
Media D.S. Media D.S. Media D.S.
128 wy 10,30 1,26 3,46 0,32 8,19 0,99
Fermentacion DY 18,79 0,55 4,34 0,44 10,73 0,48
cwy 15,72 0,19 3,83 0,86 8,75 0,55
Cyt 2,39 0,12 1,49 0,47 0,51 0,08
28 wy 26,90 0,47 2,38 0,24 5,71 0,75
Fermentacién DY 32,71 2,56 2,72 0,36 5,35 0,36
cwy 32,33 0,43 2,43 0,31 5,24 0,42
Cyt 1,06 0,81 0,53 0,22 0,63 0,06
Charmat wy 48,35 4,43 7,82 0,34 11,27 2,98
DY 65,42 5,03 8,63 1,61 17,89 2,46
cwy 56,63 2,01 8,00 0,60 19,83 2,36
Cyt 1,86 0,44 0,18 0,04 0,38 0,01
Levadura WYy 35,79 7,33 8,32 0,28 13,82 2,75
Seca Inactiva DY 52,37 2,31 8,39 0,60 12,89 1,79
cwy 27,02 3,51 0,57 0,06 4,02 0,33
Cyt 30,35 2,36 8,23 0,43 8,68 1,06

Unidades: mg TEQ /g peso seco (valores referidos al peso seco de levadura entera). Cédigos: WY=lia entera
limpia; DY=lia después de la disrupcion; CWY=paredes; Cyt=citoplasma. D.S.=desviacion estdndar; n=3.
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ANEXOS

Al.25 Actividades antioxidantes de diferentes productos comerciales procedentes de Saccharomyces Cerevisiae

Folin-Ciocalteau FRAP DPPH

Muestra Media D.S. Media D.S. Media D.S.
Levadura 28,43 1,33 9,26 0,23 14,25 0,53
Autolisado 59,53 1,49 5,01 0,45 6,44 0,31

Extracto 60,80 0,82 4,31 0,48 5,21 0,47
Glucanos 0,30 0,01 - -

Mananos 2,01 0,07 0,13 0,04 0,19 0,01
Zimosan A 10,77 1,12 6,24 1,10 2,70 0,12

D.S.=desviacion estandar; n=3.
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ANEXOS

Al.26 Composicién en peso seco de las paredes celulares de las muestras de lias

% Pared (*) % Polisacaridos % Proteina % Tioles
Media D.S. Media D.S. Media D.S. Media D.S.
12 Fermentacién 70 5 15,6 0,6 3,8 0,1 0,047 0,040
22 Fermentacion 94 8 79,2 6,9 9,2 0,5 0,037 0,027
Charmat 95 7 71,4 4,2 15,8 0,5 0,194 0,077
Levadura Seca Inactiva 77 6 60,9 5,5 20,1 1,6 0,691 0,045

(*) porcentaje en peso seco de la pared respecto a la muestra entera. D.S.=desviacion
estdndar; n=3.

Al.27 Actividades antioxidantes de las paredes celulares de las muestras de lias antes del fraccionamiento

Folin-Ciocalteau FRAP DPPH
Media D.S. Media D.S. Media D.S.
12 Fermentacion 22,45 0,27 5,47 1,22 12,50 0,78
22 Fermentacion 34,39 0,46 2,59 0,33 5,58 0,45
Charmat 59,61 2,12 8,42 0,63 20,87 2,49
Levadura Seca Inactiva 35,09 4,56 0,74 0,07 5,23 0,42

Unidades: mg TEQ /g peso seco. D.S.=desviacion estdndar; n=3.
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ANEXOS

Al.28 Contenido en polisacaridos, proteina soluble, péptidos y aminoacidos libres de las fracciones obtenidas de la pared

% Polisacaridos % proteina soluble % Péptidos % Aminodcidos libres % Tioles totales

Muestra Fraccién Media D.S Media D.S Media D.S Media D.S Media D.S

12 F1 1,88 0,29 0,23 0,03 0,10 0,01 0,02 0,01 0,015 0,004
Fermentacion F2 1,31 0,06 2,29 0,14 0,52 0,07 0,23 0,02 0,008 0,000
F3 0,67 0,12 0,45 0,01 0,18 0,01 0,07 0,01 0,005 0,001

F4 8,62 1,81 0,1 0,04 0,01 0,00 0,04 0,01 -
22 F1 20,6 2,18 1,83 0,05 2,90 0,13 0,05 0,00 0,030 0,007
Fermentacién F2 5,49 0,23 0,73 0,03 5,53 0,11 0,41 0,05 0,018 0,004
F3 8,98 0,78 0,11 0,04 0,80 0,2 0,13 0,00 0,001 0,001

F4 41,13 0,67 0,1 0,02 0,08 0,02 - -
Charmat F1 12,99 0,52 1,99 0,08 2,81 0,66 0,06 0,00 0,096 0,009
F2 8,49 0,62 0,66 0,01 10,31 1,33 1,29 0,05 0,033 0,006
F3 5,69 0,31 0,32 0,03 1,59 0,13 0,46 0,03 0,01 0,001

F4 36,82 0,42 0,15 0,01 0,13 0,02 0,07 0,01 -
Levadura F1 16,62 1,09 4,12 0,2 4,22 0,61 0,06 0,01 0,066 0,002
Seca Inactiva F2 9,07 1,07 0,12 0,04 11,48 0,99 1,12 0,08 0,042 0,001
F3 6,83 0,99 0,24 0,08 0,94 0,12 0,40 0,01 0,101 0,020
F4 29,32 0,13 0,32 0,01 0,07 0,02 0,01 0,00 0,024 0,001

Porcentajes en peso referidos al peso seco de pared inicial. D.S.=desviacion estdandar; n=3. El guion indica que la medida estd por debajo
del limite de cuantificacidn.
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ANEXOS

Al.29 Actividad antioxidante de las fracciones obtenidas de las paredes celulares de las lias

Folin-Ciocalteau FRAP DPPH
Muestra Fraccion Media D.S. Media D.S. Media D.S.
128 F1 5,23 0,20 3,28 0,25 1,85 0,03
Fermentacion F2 9,95 0,21 2,38 0,20 1,78 0,01
F3 4,80 0,39 0,80 0,13 0,65 0,14
F4 2,65 0,20 0,61 0,15 0,35 0,09
28 F1 13,09 0,65 3,18 0,47 3,42 0,13
Fermentacién F2 21,93 0,18 2,65 0,28 3,63 0,13
F3 4,96 1,06 0,33 0,02 0,76 0,08
F4 0,59 0,20 0,01 0,00 0,10 0,01
Charmat F1 17,69 0,65 8,01 0,20 10,75 0,17
F2 78,60 4,44 12,03 0,95 11,71 0,18
F3 11,54 1,20 2,29 0,26 2,41 0,34
F4 5,24 1,39 0,47 0,17 0,97 0,25
Levadura F1 11,06 0,24 0,83 0,09 0,64 0,08
Seca Inactiva F2 37,50 1,40 1,29 0,21 1,53 0,13
F3 11,48 0,50 0,65 0,17 0,57 0,01
F4 3,36 1,00 0,09 0,02 0,14 0,02

Unidades: mg TEQ /g peso seco (valores referidos al peso seco de pared). D.S.=desviacién estandar; n=3.
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ANEXOS

Al.30 Contenido en polisacaridos, proteina soluble, péptidos, aminoacidos libres y tioles de los precipitados (P) y sobrendantes (S)
obtenidos con los dos tratamientos para la obtencidon de manoproteinas

% Polisacaridos % Proteinas % Péptidos % Aminoacidos % Tioles
Muestra Tratamiento Fraccion Media D.S. Media D.S. Media D.S. Media D.S. Media D.S.

28 30 mM P 63,3 1,6 0,75 0,44 0,02 0,00 0,09 0,01 0,015 0,001
Fermentacion 30 mM S 15,8 0,5 8,73 0,33 0,78 0,05 0,04 0,00 0,027 0,012
B-Glu P 49,1 2,4 5,16 0,21 0,01 0,00 0,01 0,00 0,022 0,003

B-Glu S 28,8 1,7 4,34 0,5 0,07 0,02 0,06 0,01 0,012 0,000

Charmat 30 mM P 56,6 1,7 0,14 0,00 0,05 0,02 0,01 0,00 0,043 0,008
30 mM S 13,4 03 1336 153 047 0,03 0,01 0,01 0,069 0,010

B-Glu P 50,7 0,7 9,88 1,17 0,03 0,00 0,01 0,00 0,087 0,004

B-Glu S 18,2 1,1 4,35 0,34 0,06 0,00 0,02 0,00 0,074 0,021

Levadura 30 mM P 43,1 1,4 9,29 0,21 0,03 0,01 0,01 0,00 0,167 0,054
Seca Inactiva 30 mM S 12,1 1,2 1291 0,28 0,54 0,02 0,07 0,01 0,291 0,030
B-Glu P 42,8 23 1884 089 0,06 0,00 0,02 0,01 0,286 0,017

B-Glu S 13,4 1,2 2,83 0,26 0,09 0,01 0,04 0,01 0,161 0,017

Porcentajes en peso referidos al peso seco de pared inicial. Cédigos: 30 mM=tratamiento bdsico suave; 8-Glu=tratamiento con 8-
Glucanasa. D.S.=desviacion estandar; n=3.
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ANEXOS

Al.32 Actividad antioxidante de los precipitados (P) y sobrenadantes (S) obtenidos con los dos tratamientos para la obtencién de
manoproteinas

Folin-Ciocalteau FRAP DPPH
Muestra Tratamiento Fraccidn Media D.S. Media D.S. Media D.S.
22 30 mM P 44,81 2,12 3,44 0,61 5,05 0,08
Fermentacion 30 mM S 6,03 0,44 1,16 0,23 0,95 0,06
B-Glu P 13,34 1,77 1,05 0,07 2,54 0,04
B-Glu S 25,02 1,42 1,00 0,02 2,32 0,29
Charmat 30 mM P 106,06 4,91 9,44 0,29 18,06 0,85
30 mM S 8,85 1,16 0,88 0,05 2,48 0,15
B-Glu P 17,33 1,99 2,31 0,23 5,74 0,11
B-Glu S 58,36 3,62 6,11 0,43 14,59 0,61
Levadura 30 mM P 36,18 0,61 0,40 0,02 2,85 0,19
Seca Inactiva 30 mM S 18,16 0,84 0,06 0,01 1,17 0,16
B-Glu P 3,68 0,81 0,00 0,00 0,60 0,03
B-Glu S 16,68 1,58 0,45 0,05 3,72 0,20

Unidades: mg TEQ /g peso seco (valores referidos al peso seco de pared). Codigos: 30 mM-=tratamiento bdsico suave;
B6-Glu=tratamiento con 8-Glucanasa. D.S.=desviacion estandar; n

204



ANEXOS

ANEXO |l. CROMATOGRAMAS
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ANEXOS

All.1 Cromatograma a 329 nm de las lias de segunda fermentacion del Charmat antes del lavado
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ANEXOS

All.2 Cromatograma a 279 nm de las lias de segunda fermentacién del Charmat antes del lavado
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ANEXO Ill. IMAGENES DE MICROSCOPIA
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Alll.1 Imagenes de microscopia de transmision electrdnica de lias de segunda fermentacion del cava

Lias antes de la disrupcion: A, B 'y C; fraccion citoplasma: D.
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Alll.2 Imagenes de microscopia de transmision electrénica de las paredes de lias de segunda fermentacion del cava después de la
disrupcién

o &4
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Alll.3 Imagenes de microscopia confocal de las lias de segunda fermentacion del cava
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Alll.4 Imagenes de microscopia confocal de las lias de segunda fermentacion del Charmat
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ANEXO IV. PUBLICACIONES Y PRESENTACIONES EN CONGRESOS
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Browning during biological aging and commercial storage of Cava @ -
sparkling wine and the use of 5-HMF as a quality marker
A, Serra-Cayuela, MLA. Aguilera-Curiel, M. Riu-Aumatell ¥, 5, Buxaderas, E. Lipez-Tamames

I i Nensicid i B bgia, Xarea Je Refeiaoi o Teonabho g dels Abmens (AT ), Racelar e e, Uiedeess i e B amges o Mk
A, Frordie by Ba 171, ﬂl!ﬂfﬂﬂﬁﬂﬂm*ﬂt

cilf ot Toaihery

ARTICLE ITHFO ABSTRACT

ik hisory: The quality of spasiding wines @n deteviorate due to browning, w hich is mainly asmibuted to the oocdation
Eeceeed 27 Mo ey 2012 of phenals. The aim of this sudy was i assesx the browning [mezured as the absorhance at 430 nm) of
Aooepied 19 Mgl 200 twa real smies of €ava sparkling wines (A and B) during aging s ke (biokogical aging. with lees) and
{without lees) under rel conditions, over almost two years, since les may reduce
- the efiect by adsorhing the precursors and the howning compounds. The role of phenolis and 5-HME
A {S-hrydrocymeshylfudural) wes ako assemed. A signifiant lnear inoement in browning was observed in all
5 pailing wine h:fm!ﬂishhﬂilﬂukda@;Nnhﬂhhmigmmhﬂﬂtem types of
5 Hydory medvdfarfaa] aging, (hickogicl w. cmmeria shoage) In ontrast, the 5-HMF oon et inoresed linearly with time although
Smage Brmdhmﬂmmdq:uﬂmtmﬂ:wdm;{hd@rdﬂmaglﬂuphﬂrm
L rens-coutricand pooumarnicinoesed signifi can gy with Sme and were g comreated with browning.
The: mest aged spasdding wines (Gron Resena ) had highest A o and 5-HMF values. SHMF was comelaied with

brorwming and cm be used 2% 2 quality marier.
& 3013 Blsewier Lidd. All rightts reserved.
1. Introduction is retieved 1 be the main contr ibuting fector in the browning proes

Cava is a high-quality sparkiing wine produced using a traditionai
method wherely 3 base wine i re-fermented in 2 sesled bottle.
Wiines must be in contact with lees under ansensbic conditions for
at lexst 9 months in the bottle for them o achieve Cava status
[Official Journal of the Europesn Union, Commision Regulstion
[EC), 2004, sec_ Regulstions).

The term Feserwa applies oo wines that have been kept in contsct
with the less for at least 15 months, while Gran Ressrva refers to
wines that have been kept in contact with the lees for st beaxst
30 manths, bath invalving the second fermentation proess Wine i
a dynamic product in terms of its physicochemical and sensory
properties and undergoes many transformations that begin just
after grape crushing, and continue during the winemaking proces,
fermentstions and throughow sging and storzge Together with
aroma, color i & significant charscteristic of white wines snd its
deterioration i recognized by consumers. Onde the bottle has been
sealed, browning can no longer be mmeded. Thus, it i important
for winer es to optimize the xging of the wines and understand how
the wine develops during both the aging process and its subsequent
commerd il storxge [ shelf-lik | The aidstion of phenolic com pownds

* Cone gpobding sy, Tl 434 B4EITE e +3453403H3 1
E-ml ol monst ool o |l R Momna nll ).

0593 S0E5Y - s Boar momer & 363 Ehevwber Lodl AN righes reseresd
e g1 0 1 ) e SOV T3040 0

(Cheynier, Mason, Rigaud & Moutounst, 1993 Li, Gua, & Wang,
2008; Singleton, 1987) and it is widely sccepted that there are twa
main mechanima: enrymatic nd (Ui et sl 2008;
Oliveir &, Ferreira, De Freitxs, & Silva, 200 1). The former accurs mestly
when grape must & obizined and is asociated with polyphensl
oxidite (PPOL the sctivity of which indesses in the presence of Oy
and inhibited in the presence of S0g and ethanal [Ribéreaw-Gayon,
Dubsurdie, Donéche, & Lom sud, 2006). In contrast, non-enrymatic
browning in wine may arise fom the chemical asddation of phenolks
and the sulsequent polymerization of the addized produets [Li et
al_, 2008 liveira &t &1, 2011 Waterhdise & Linrie, 2006). However,
it has also been reported that in 2 white model wine and in white
wine supplemented with catechin snd epicaechin, santhylium sis
[ wellow-orange | ane formed over fme due io the resction of flavanok
and aldehydes such a8 glyoylic add (Es-Sall, Le Guernewd, Cheynier,
& Moutounet, 2000 Maury, Clark & Saollry, 2000) or furfurak
[Maonier, Vivas, Vivas de Guulejse, Pisnet, & Fouquet, 2007). Although
et suthors attribute browning o the presend of phenols (Oliveira
etal 2011 ; Waterhouse & Lyurie, 2006, it is difficult to clarify which
o pomd s are invohwed in this phenomenon due to the Lirge quantity
of different substandes present in wine, such &8 proteins, smino adds
and reducing sugars, and the potental intersctions betwesn Chee
substanees (Li ot 5l 2008; Toecklein, 1095

Browning has slresdy besn studied in white and specisly
winest x well M in sooelerated tests (BescheFisté f il 2009,
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IberneGlimez et 2, 2000; Killithraks, Silscha, & Trourou, 2009;
Lapes- Toledann, Mayen, Merids, & Meding, 2006). Sparkling vines
have a lower oxygen condent than white wines due to the ove rpre ssure
prodused by (Do, which inhibis the entrance of atygen In addition
aging takes place while in contact with less, which i not @mman
in white wines Ibem-Gamer et a1 [2000) studied the development
of browning during biological xging in Cava from diflerent coupages,
and the olserved increxe wias hought to be msociated with the
oxidation of phenolic @mpounds such & calbric scid However,
in smdies of wines undergoing biologicl aging, other suthors
site that the wall of the yexst is capable of sdsorbing cmpounds
from the wine [Del Barrio-Galin, Pérer-Magarifio, Oriega-Herxs,
Williami, & Do, 2011, Mazauric & Saxlmon, 2005) and thus the
precursors of the sctual @mpounds that sre respondible for the
browning [Rarmihab et 2, 2M2) Acording to these authors,
the lesd should inhibit browning However, an socelerated study
of Crva sparkling wines showed an inrexse in browning over
time [Basch-Fusté et al, 208, though real sparkling wine is not
monitored during cmmencial storkge. The difference between
biologicalaging and sging during commercial storage is dependent
on the g that during biological »ging the wine i in contya
with the lees while pror o commercial storsge, the less are
removed - following the dossge step - and sugar and sulfur
diaside [50,) are sdded. 50, i an 4 ntiaidant snd 20 Entimicrabisl
compound that is generated during the fermentation process by
the Saccharampces cerevitioe yeast present in the wine, though
mest of it s sdded with the bgqueur dfexpidition to regulste the
growth of harmiul yexst and bacteria [Oliveira et al, 200111 k
has been reported that this substance interascts with oom pounds
involved in the browning proces [Danilewic, Secambe, & Whelan,
2008; Li et xl, 2008

Abvsorhande st 2 wavelengthof 420 nm is amexsure of fue intensity
of yellow coloring in white wine, and has previously been used a5 2
parameter for mexsuring the browning of white wines [Singleon &
Kramlinga, 1975; Zoecklein, 1995). Hoveever, Cava sparkling wines are
manly produced from & mupage of hise wines of Masabey, Xarel -lo
aned Parelisdy cuitivars. These white grape varieties tend i give 2 pale
and sraw-yellw Crva [Buxsderss & Liper-Tamames, 2003), and
this shaor bande and other parameters wsed to estimate browning ane
o0 | oww 1o beof ise Thus, an sltemative quality markerwould be useful
fiar Cava producers. In their seeler xiesd study, Bosch-Fusté et 2l [2009)
olserved a linear increase in a particular substanee with time. This
compound he been identified x5 Shydmosymethylfurfurd [5-HMFL
which i 2 clissic produa of the Maillard resction; however, in the
case of sparkling wines it is probably krmed from the multiple dehy-
dration of hexoses and ketopenioses | Pereira, Albuguwerque, Fermeira,
Cacho, & Marques, 2011 L HMF has previously been wsed s 2 browning
marker and indicator of insdequate storxge in various foodstlls
such x5 honey, jam, fruit juices and milk [Gaspar & Lucens, 2009;
Rada-Mendar s, Sanr, Olano, & Villamiel, 2004; Teboidd, Moy ana,
Sanbos, & Galearan, 2008) In & wine madium, this sldehyde an po-
Iyme rize with phenolk to produce brown com pounds | Monier et al,
2007)

In this study, two diffenent resl Crva series were monitored during
biological ging (sur bie A andl B series) and during shelf-life siorage
[A snd B series) The sim of this stuly was to sen brovwning by
mexns of sbsorbance st 2 wavelength of 420 nm in real sparkling
Cava wines over Gme and under constant cellr conditions at a
temperature of 16 “C The rends observed during biological aging and
during eymmencial sorage were oompared, by means of browning
anel phenal content Ta the best of our knowledge, no other study has
compared the brovening of real sparkling wine sampiles during bickgi-
cal aging andl gor xge Furthermare, the develo pament ol 5-HMF at bath
atrged vans studied 1 determ ine whether this furfur i can be wsed a5 an
aging marker and skio o detemine its invol vement in the brovening

procedd

2. Materia] and methids
2.1, Smndards and reagents

5-Hydraxymetiny -2 -furfural [ SHMF, 99%) , formic scid_gallic scid,
protocatechuic scid, tyreol caftaric scid, affeic acid, atechin
Pl e and poticsum metsbiaitie were purdhused fom Sigme-
Aldrich [Sxint Quentin Fallavier, France). Acstonitrile [HPLE grade) was
obtaned from Schals (Sentmenat, Spain) and was prssed through 2
GHP membrane fiter 022 pm) from Waters [Milord, Milfond, Ma,
USAL Folin-Ciocd®u resgent, sadium carbonate anhydrous, ethanal
[PA) aned subhurie aid 173 [whv L starch sohution 2 snd jodine (001 M)
were purchased from Panresc (Barcehona, Spain)

23 Sanples

A parallel study was designed to compare biologicsl sging and
commercial vorxge (Fig 1 | For this purpese, 500 battles of 750 ml of
twio different quality blends (A and B) of white wines fom the
Macabew, Xard-lo 2nd Pareiisds white grape variety were bottied
afer sdeling the “Hgueur de tingge™. This liqueur was mived with the
s wiimess, giving anownd 1-2 = 10% yesxst oells mL—" [ yexst starter),
22-24 g ol suorose 1" and 004 g L' per bottle of calcium bentonite
[ Benbisan, sefjuired fom Gon-Criz 51 La Rioja Spain). All proceses
were conducied on an industrisl scale at the Freixenet SA. winery
employing the traditionsl method The yesst employed was the
F5 from the Freivenet SA wineries privae selection. Yexst was
conditioned following the seps employed for the indusir ial oondi §ons
of the winery, including several stages for scclimatization to the aloo-
Tl i medium. Followding the second lerm entition, and sfter 9 months
i contset vt the lees (e min um legal time required to be cong dered
Cava), 40 bottles were sampled Hal of the botdes [n = 20) were
disgorged in order to remove the lees, and sfterwards the ligueur
d expddivion | mainly 50, and sugars) was sdded to produce com mencial
sparklling wine The dosage operation wis performed wsing the triblock
gravity filling and corking Perrier GOD 3112 systers, to a1l bottles
at the sxme Bme The resulting liqgueur contained wine, sucree and
thee aovrrect amount of sulfibe 1o ensune sdeque higiene quality during
Sinrage; the indtisl contents areshown in Table 1. At this point [ coded 5
zera |, four bottles of the bickogically xged wine [two ol wine A and twa
of wine B) and the same number of commend ally stored bottles. were
opened and frozen. The remaining botles were sored under odlar
conditions [ 16 “C) and at 4.8, 12 and 21 months the sxme aperation
wikd performed In summary (Fig 1), there were thus four series with
five sampling points (0.4, 8, 12 and 21 months) two corres ponding
to e biological sging period [aier Omonths) xnd twe during
commendal storage During biological sging bottles were sealed with
& jpl astic bidule and & aown cp, while sfter disgorging 4 commencisl
conglymerate Sopper with two naural ok disks was employed
Within esch xging type (biobkogicl and commerdal )| hail of the bobtles
contxined & blend of wihite wines, and the other half & different white
buase wine | series A xnd Brespecively]

Table 1 shiws the main ply sical snd dvemical charscer stics of tese
sparkling wines. Inorder i remove theles and to degas the product, the
Iiodogically sged wines were centrifuged at 4 °C for 15 min 5t 1410 g
[ Restins ABCR, Tuth ingen, Germuny )L dnd the s permaant was then plecel
ina 250 mi amber Lk Commencisl sparkling wines vwere sbo deg xsed
All samples were sioned 5t — 20 “C until analysis_

23 Analytienl procedures

23.]. General parameters

Abvsorbande st 420 nm was messured using 2 10 mm path length
quartz cuvere and the total phenal [TP) conent was determined wsing
the Folin-Oocitey method The free and the total S0, compesition
were mexsured using the Ripper test, &5 described in the Tompendium
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Fig L Soonplingg sclsmes. A paralbsl sody of dhe swndadon of spariieg wines dering bhebgical agieg s comme acial soage. 5 ampling vwo s perfsrmsd ol 4 3, 17 a0d 31 s,
v o Bt o e ackh velimer { A anell i) Samnipied G e paciner oo @ ackhs ppar o aing | Biodogicall aned Commer il

of International Methods of Analysis [ Organizstion |ntermations] de L
Vigne et du Vin, 3012). TP i expressed 55 mg of gallic s5d squivalents
per liter of wine [mgLl—" GAE] To determine the sdbsorbance at
420 nm, wine samples were first fered through cellukse filters
andl the values were muliplied 10000kl A Shimsde® V-3600

spectopholometer [Duishurg, Germany) was wsed and all sxmples
were sndymd in duplicste.

232 HMFand phenal quantifioation UHPLC-DAD

Quantification of 5-HMF was performed a3 follows: 5 pl of the
sample was injected into a UHPLE system [Waters, Milkrd, MA)
aging & BEH Oy colurmn (50 = 10 mm = 17 pm )L cupled to 3 DAD
detector. Detecion was schieved at the maod mum sbsomption wave-
length of each @vmpound. The mobile phase contsted of eluent A x
2 solution of scetonitr ilefwaterTormic scid [2:97:1, wv) and ehuent
B 2% & solution of sceton trile water formic scid (80:19:1, vv v L Lin-
ear gradient conditions were xs follows: 0'—0K B, 3'=20% B, 15'—
100 B, 4'=0% B 5'—0 B ut & flow rate of 0800 mi fmin. Quantifics-
tion was carried ou by using an extemal calibration curve for esch
standard, of standards of the same family when not svailsble All
samples wene analy=d in duplicate.

2.4 Sravistical a nal ysi

Pesrson correlation was employed to determine the corelstion
betwesn the variables Ayy, SSHMF, phenals and time Significant
relationships were determinate by the Analysis of Covarane
[ANCOVA) using the General Linear Madel [GLM) to compare the

Table 1
Py oochsemical chate ks of e pa diing whtees 2 inisial poinT] 9 SO of a gieg).
Aging Amoge By Baoge

(2] k] im im 183
Toral segar conaenz (gL~} az ag an | ]
Aol comaens {X wal) ne ns na nss
O ppressare (Bar) 1 &2 A 62
Thmrasabie acifiy (g1} in iM is 156
Chiic ackd ig L) ax ax (1] oo
Mk ackd (gL~} msa o s sl
Lacsic acd (gL-7) as7 -2 ] s 042
Fome aalfie jmeg 1) : ] 4 ]
Toxal saliice {mg L=} T ns 50 1]

4 Baflow e limis of quamrificaion

slopes of the two types of aging [ sur lie or commercisl sorxge) and
to eqtsblivh their Kinetic searding to bise wine [A of B) while
time wis trested x5 3 co-varishie.

A Multiple Regrestion wias performed B mses the shility of
5-HMF, and mom-mutite, and pcoumaric acids to predict and
evaluxte the contribution to the browning [ Ayx values). The Akaike
information cfitefion wis Sed B select the significant predidorns
far the maodel

Inthe cae of biological sging [surlie) Analysis of Varisne [ANOVA)
ws employed to determine the 958 confidend region of S-HMF and
Aq according to the quality of the sparkling wines Cava (=9 months),
Reserva [ 15 months) xnd Gran Reserva [ 30 manths |

Differences were condidered significant when P= Q05 Version
2.14 af the R packxge [ RFoundstion for 5t 6 sticsl Computing. Vienns,
Anstris, Europe) was used for all statistical snadyses and graphical
isues
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Takile 2

LM resaalbes ot v I mmanet o Bevtingg | ishoness ot o podns covted 25 2 )
Fonerans s poosma e skl and HIMF. Browming | Ay, B opresst a mall ol
et ) i manaries HINAF 2ol poomsmaris are eNpresed X mg L0, a6l EOMemrie in
equhakns of p-ooemaks.

Agineg L] [ & P
Erorming

Bodgical  Agn = B0ET & 103 2 07EE S

Snaage Agn = O 4 DBT-¢ EF T T
-Comaic

Biokgical  Cowranic = 150 4 005 ¢ 40 0B DS

Snaage eCoararic = 126 4 QOG- ¢ 40 0533 DS
Dot

Bokgical  plvemark =052 40020 40 0413 DS

S plvmmart = 046 4 Q020 40 0581 S
S5-HMF

Binkgical W = 053 4 Q04 40 0856 DS

S HAIF = Ol 4 Q0T 0 0eE2  al0S

3. Results and dsassion

3.1, Brenvming developament

The development of browning expressed a3 the alsorbane s
420 om (Asm), during the two types of aging (bologial aging
and commerncisl storkge) wis compared (Fig 2). After 9 months of
binlogical xging halfof the bottles of Crva types A and Bwere opened,
the lees were removed and the liguanr dexpddifon was added
[mmmercial sorege) The others were allowed to ontinuee the
biological aging proces. Thus, we compared the development of
breowning of the same sparkling wine (A and B) under two diffene nt
processes e aging with lees [biological aging) and cvmme reisi
storage [Fig. 11 In bath aging conditions a linear incre e in browning
wii observed over time Mo differences were found in the Agg
formation ratio between the two Cava series (A and B) scmrding to
ANCOVA. Both series were therefore combined, however, & Fig 2
shows, 2 demexse was observed during the first 4 months in the
commencisl wined (storkge A snd B)L This decresse in browning
during the first 4 months in the commercial storage samples (Fig 2)
may be msodasted with the addition of 50; when the liguewr
dexptdition was added (Table 1) 28 this would Besch any colored
compounds (Jakson & |adson, 2008; Nonier, Vivas, de Gaulejac
Abaxlon, & Vitry, 2010) The blesching effect i eotired to produce
a redudion of 8 mAL, which equaies to appraximutely 11% of the
initial value. e to this blesching effed, the initisl point [coded
time rer) was omitted when performing the regresion models

Table 3

Plluencd conmens ar e indsial {2 e pinr) and finad (21 monds of aing | of all series. T | plemod b rapomed 2z mg L~ of galic acd e

(Table 2) and statistical comparisons. There were not statistical
differends [P < 0.05) found betwesn wamples from the two aging
types according to ANCOVA, 50 a pooled model was construded for
both types resulting in the rate of browning of 1 mAL/month. The
point of inerception in the model differed between processes
[P« 005). & shown by the different elevations of the regresion
alopes shinn in Fig. 2. Thiss, oommencisl wimnes had |ower A, vahies,
probably due to the blesching efect of 50 However, there was no
further effect of 50, on browning kinetics. In the ase of biological
aging, the free sulfite was slways below the limit of quantification
[<6mgl—"), while in the @mmercisl series it muld only be
quantified at the indtisl time point [Table 1) since by 4 months it
wikd below the limit of quantification (<6 mg L~

This lesds to the enchision that time is the Getor with the
grestest impact on the development of browning rather than
the lees Despite their cxpscity to sbsorb browning compounds
[ Del Barrio-Galdn et al, 201 1] Mazsuric & Sslmon, 2005, Rarmkhab
et al, 2002) and their ahility to inhibit browning in Sherry wines
[Loper-Toledsna et sl 2006) lees do not seem 1o be ertial in
inhibiting browning in Cava

In the case of biological sging the sparkling wines of higher quality
[Reserva and Gron Reserva ) had higher values of A o, For both aging
types the indesse in Age after 20 months was approximaiely
15 mAL, ie 19% of the initisl value Due bo the sfonementionsd
bleaching effeq. the commercial sparkling wine wmples had a
lower Apg than the biologically aged samples, and did not retum to
the same values 25 before the sddition of S0; until appoosdmaely
B months later

32. Phenal & alution

The initisl [ dme 2ro) and fina [after 21 months of aging ) values
of totl phenol content (TP 2nd the phenobs found in the samples are
showinin Tabde 3 to illistrate the level st these poins_ TP did not vary
during bological or commercial aging [Table 41 which i consistent
with sn scelersted white wine browning test arsed out by
Kallithraka et sl [2009). Table 4 shows the Pearson's coefficient of
correlation [r) betwesn time xnd browning for esch individusl
phenal for esch sparkling wine (A and B) and the two types of aging
[balogical and ammercial)_ Gallie scid, catechin and particul arly GRP
increxied with time during bislgicsl sging but tended ® decrere
during the commercial sorage Tartarc esterified hydnycinnamic
soil (cE-mutaric sdd caftaric sdd md lertaric scid) tended to
demexse during both rypes of aging, except in the case of ram-coutre
which increased This aould be afribated to the o ines Somertstion
[ Ibern-Gimez ot sl 2000 The same paterms of behavior were olserved

Phestaic are s asmg L™

qﬂl-“cﬂhﬂﬂm_ﬂ“:mtﬂﬂmi-ﬂ-isc‘tﬂlw“wm*mxp—m—:.‘kﬂ*ﬂ

] e 6 achdl a enallic achd eqpeivalent.

Compoiand Comumarcial sawage Edalagical aging

Wil A Wiz B L Wik E

Inkiad [ %] Irisal Flal Izl Flml Inidal Fimal
Tzl pelsnid 2 1345 195 1778 1575 16a8 a4 | =]
Gl acid 039 [iF: 106 ase HEY 1430 450
Pexncaneciis acid 454 58 151 L3 | ] 177 | i 1231

nss 1253 335 1= 733 el ] B37 racl -
Caltate ackdl 458 4377 473 185 585 530 521 455
[ 155 L4 jci=i) BES 137 152 13 153
ch-Cm afd 100 [+ ] 13 LO5 33 (L] 365 i0s
st e ackdl 131 138 112 L7E 147 150 13 133
Came ol 044 (22 043 a37 (1) k- 75 234
Calle acid Tz s 055 aTe 451 511 435 478
Femaic ackd a7 ass 122 [ L] 158 207 33a 143
- 6 ackdl o054 asn 03s a7 (L] 152 033 sy
GRF: gmpe macton prodec |35 gl il acid).
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e i} A Serm-Cayaely e ol [ R Reseorch: baremamhaaal 53 [ 3) 226231
Tabsle 4
Pea s coreRson (B = W) of Pk aned il piaisard vich et amel Btaingg | Ay o0 e ach Sparkling wite and sype of agisg.
Cimnyprastad Lri et oo cal aging
Wl A Wine B Wi A L]
T Apm Time HAam Tars Ay T L
Toral phsa nas v [i]i -4 [iTi oD 1§ -] [sTi} i} [iTirind
Gallic ackdl 0435 A4S [iL1=] D523 LSS asE3 T 0134
FPromcarechei 2ol LB a5 LR E o411 LET aTE (L g [LE 0]
Tyraand 0325 [T ] D03 ez LES ars 554 BT
Caltarc ackd = =T = hEM 235 0485 [+ e DA 2552
GEF 0514 =E3 = T8 = BE3Y 0467 asi4 [} 9 LS
el acid =% =0T il = 0745 =775 =ATE 05M as17
s -Coarar ackd [ ¥ -p [ 1- L} [ e [ F ] [+ 2 [ F3cd LESs
Camachdin a5 ans o3 2303 a3 asTs [EEL2Y [eE i) ]
Callehe ackd [ A ] age [T 1] BEST 0HE a5 [LL+:+3 [ E- ]
Femark ackd ~ iS4 = LSS o4 2551 =0.307 =aTH oI 173
- v 6 achdl L ij an [ k-] [ a1 m7T aisn [} Laa

I B siguifiran regmession maode] [P < 005 |; GRP: g reaosion pandiec |25 glonsionplogric acif).

wihen the montent of these phenals was related with browning. This could
e chueto the hydrolysis of these compounds i form the roonmes pondi ng
acids; pnumaric, calfeic and ferulic sdds [not deected) rather than
the axidation of these phenalics Thus, tram-omtarc and p-omumaric
incresed sgnificndy with time [P < QL05) in &l ke, snd sware 3

cormelated with browning. Table 2 shows the regression
model of these phenals, with series & and B aombined, in exch xging

perid

3.3 HMF svohifion

There were no differences in 5-HMF betwe en the two spark ling
wine series [ Aand Bl However, there was a sgnificant difference in
the rate of formation between the two aging types (Fig 3). Thus,
higher levels ol this furfural were produced during commercisl
storage than during bislogical aging [P = 005). The development of
this furfural during the fwo Eging prodses is illustrated in Table 2.
Comrary to mam-mutsrc and peoumaric, SSHMF showed strong
limearity with time, in 211 cxses with 2 coefficient of determination
[R?) grester than 09 [Table 2) which is consistent with the results
reported by Gimara, Alves, and Marques [2006) for Madeira wines.

o=@ zkgkal szag
e AR ST i

b
=

-HF (g ]

ST A e
n Cralada

' | ' | i |
a4 0 F I | (T T S O ]

i ezl

Fig 3. Comparing of 5-HBF dee kpmesns dafing Beolagecal el o 1
atorage, expsted e maan aned el deila Son (n = &) of e ren Cava sefes
A ated B Thae fime Mot ar reqme i Nitais S Bahe gfite] Tyt are s presenaed

Unilike browning, SHMF was slways formed and the percentags
inmesse was much higher: 151% for biological sging and 282% for
commerncial storsge Furthermaore, it showed much less varishility
[Figs 2 and 3] meaning that the mexsurement of this parameter
Wi fone senditive than that of A o,
The sddition of sugar to @mmendal wines during expedition
could play 4 major role in furfural formation. Sinee S-HMF i sugar
furfural fyrmation inoresses with sugar content [ Chmara
et al, 2006, Pereira et al, 2011) The sugar conbent in the wines
aged biol ogclly evmparned to thise sped during oommencisl storige
differed by more than enfold (Table 1) which may expl ain the vari-
ation in the pattemn of 5-HMF devel opment.

1.4 Brewming v 5-HMF and phenals

Multiple regression was employed to construct two models
[ el gieal andd comme reisl sging) for predicting browning. 5-HMF,
Fwtﬁ".ﬂ. and rrans-coutaric a0k were selected a5 Fﬂm
dince theie @mpounds evolved sgmficantly in 50l the sparkling
wines series (Tables 2 and 3). However, phenal s were notstatiss ally

Lo derara 0,
wrama T N
IR " o

o
i .
E yyl .
g e : .
= I B
13 L
£ o
£ 7
o . L

' ra ||I - - b b

[ o u

I I .
L
|, .
FYR El — Bk e
i - - s
T
nEl 1o 1z0 ]
> HMIF frzg's;

Fig. 4 Connelasion Batwssn S abonabuanoe 27 400 5 and 5-HWF of e compies of

Cava Sollowwring Bibclogieal g and Comumesrchl sawage. Sar b samples are guaped
By el e ey e s [ v, e el G B v}, il whee 36X comd-
o o o el [paramee .
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significant [data not shown), and only 5-HMF was used to constrd
the models, which were x5 flollows; Age = 63 + 28|5-HMH for
biological xging and Ay = 67 + 11|5-HMF) for commerdal storage.
Fig. 4 shows the comelition between Apq ind -HME r = 0936
[P= D5 ) for biclogical aging and r = 0831 [P < 0.05) for com mencial
siorage This relgionship could stem from the cmelstion of both
parameters with time [Tidle 2). Mareover, Fig 4 ahows that wines
canbe grouped by time, and in the cxse of biskogical xging, the samples
camn be grouped sconsding i their quality cxtegories 10is slo apparent
that 5-HMF cn discriminate between quality categaries betier than
the sheorbandee at 420 nm, x5 tere & no overlap between the 95X
confidence ellipses on 5-HMF axis, undike on the Ao atis Gom pared
0 Agg S-HMF comtent is this a beter time quality marker sine it is
mane precise, and mone dendgitive than Ay Furthermaone it is not
affected by the sddifon of 50o making it more useful than Ayx
wihichis influenced by blesching phenomens [ Figs. 2 2nd 3)_Although
SPECTISONEE el Sunement is b ex pens ve, the values of slsorbanoe
are very low and less specific, making it difficult 1o olserve significant
changes.

4. Conchesions

An increxse in browning, mexsuned X8 Agg, was observe d for both
biological aging and commernciasl storkge over time Mo differences
wiere found betveeen the kinetics of the two xging types No var ation
was olserved in the TP content, and although some phemlic
compounds decrested [ds-ootaric scid, caftaric scid and fertanic
acid ) and others increxsed [fam-coutaric add and pcoumaric acid)
weith 2 e Uhesi i nypeet o the brenwining of Cov i s een 1o be negligibie
This aild indicate that com poiunds other than phenols may also play
rale in brovning There was a comelaton bebtvesn S-HMF lavelk,
time snd browning [As). making 5 HMF 3 visble quality marker
The mexsurement of 5-HMF allowed better discrimination, in the
binlogical aging period, between quality categorie, in oom parison
with mexsurement of Ag, 5-HMF wis & more effedive marker
than Agg hovever, further studies are required to verily its
potentisl &8 & marker Since these types of @mmpounds ane uwsually

dependent on temper sture 2nd Sugar content.
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ANEXOS

Role of lees in antioxidant

activity of sparkling wines
during long-term sur fie aging

Intraduction
Cewi % A quality sparkling wi-e [Certified Brand of Origing clubo
«gted using a tradizanal method <hat consisss of & sezend for
pentation fo lowed by biclugical wgeing 0 cantzstwith lees n
anaerohic cor ditinme for at leasl 9 ronths 42 ouncil Requlasan
(ECy *A533M1298). Lang perads of ay'ng inwolve iroroved cual-
Ty, although it cou d mean mese wine browning azsociatad to
tne caication of phenols [1], ‘owever other suzhors belisva
tat during this b alogical aging Lcre s ne browning due ta
e promection provided by weast againalit, as has bear wicsh
describad in modeal winas [2] and Through the evaluadon o
he andoxidart activicy of the lees’ coll su-face [3]. Howsver,
there s imited dawa on the antosizlant caoarity ot sparkling
wiries [4], ano nons ralating to changes throughedt the aging
orocess. Moreover, tme direct effect of the lees curing swr iz
ag 1y sned haw hey cortrbute ta prevertien of oxdaZon of
sparsling wines and the oossiola compaurds Invehed ars sti
drknoyn.

he airm o7 this stucy was to investigate staailily ags sl wine
axiglatics during a lung-term aging and anahae 1 ol of lees,
T Apnnzachics have besn employed. The fist approac® con-
zatad in evallating changes in andoxicant activity in o Cave
wanias 7y - 303, sur e agec over the course of more Lhar 30
manths. | hi sccons approcach used was b compare the adda
tion- relatod paramelens belwesn awa Cava saries in — &0, with
ang withaut lees, stoned for 48 months (14-16-C), 211 sar ples
wara coraire] i the samme way on anindustna sczle and ie ceal
time copditions,

Materials and methods

Reagents and standards

L,2-Diplrd-" -picrl lpdragel (DFPH), B-idrexyl2, 5,7 A-tetram-
ey -2-carpnglic ac o (TROLDE, 2,4,6-Tris (2-pyridy’-3-triazire)
{TPTE:, Iran (I chlcvide hewafworate FeCI3-65200, W sthangl
{HPLC grade), sodium amctale thinpdrase were abtained fram

M* Angeles Aguilora=Cyrial, Arnau Seres-Cayugla,
Stefanla Wichi, Sueana Busadaras, Ehim Lipez-

Sigma-Aldreh ©n (5L Louis, WD, USAL
Folin-Cicea teaus Reg 3on”, Sediun carbor-
ate anhydrous, Hydracs o auid <01 ne L),
Aratic acid glacisl (HFLC grazde) [oem Paoirese
[Barcelora, Spain).

Wine Samples

The s udy wss car ad out using tag dif crent
CoUpages of saarding wines (A and 5, whick
wiere poriedically collected £t the times of sor
i, 1, %, 6,9, 13, 18, 27, 30 and &8 months.
farnpling: peials worresperded 2o the zaing
peads oF Caws sparkling wine cazegories:
Cavz (=4 ngniths), Resere =18 months! and
Grand Reser (=30 ronlhs) (CHicial Gazetta
of te Grvernirent ~o. 50, Rebroary 20070, In
addirion, t~ase taa senizs of Cave at 9 menths
urderwent ricgling, less were remaved and
expedidon liqueurs was adced, The resuling
o sanies of Cavs were starc under 3 dif-
fere~t conations (refrinerator &t 892, in the
cellar ar 14 and at ream terperatun: 22°C)
and submagoantly oolectac af 4, 9, 12, 21
ard 39 months.

Methods

The wndradica activiey of cavas was dete-
mire using the DFPH Tee radical micthad
[5] mudifed as folows. A 5200k s0'ution af
[1FPH vwas prepared by diludrg 2, 2-dinkheyl-
T-piciylydrazyl in frze radical forr in 3 mi
[RR-£0) of methanaolacetate buffar (pH 5.5,
0.1 My and e resction was carsad oot in a
Mitpia 2. FRAP was usec to meaauma the
reducive power of a sample [B], Trolny was
enpkyed ws he sancare in boh metiods
ard the results were expressad 25 phd Tralox
o Jivaletsl s,

All determnnol oms were carrad out in tiplicate.
Irtel paliaheraals were daterminad by reac-

Rk of baes Ina-ooddant achiby o =pavelng wnes cwing kg s leaging 11 F 4234

.
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Wine atthe Campaunds 111

Tinn with Falin-Clacaltza reagent, and were exprassed
as mg'L of gal ic acic, rmethad adonteo from [F]. The
Tetzl phanal index (7Pl was reasured at 230 nm, Hy-
drogyc'nnaTates wss measusad at 320 nmoand tha
Browning incex at 120 rmr. Al measursrens wers
perlarned usirg o sk imadzu UY-3600 spectrophaiom-
clet (Cuiskurg, Gormnarnyg).

Results and discussion

Toe Ztioclzt actwing of Cawva goi-king wine did not
changa significantly coring the suvlie aning, ar by FRAR
LPFH, ar by Aolin method, Howesees, the absorhance at
420 nrinmezsed, indicat «g that cormaunos otvar than
pranolics weare itz vad in the browning; “hese compounds
wEne pobod oly sagars, == indicated by [8].

Chwar iz oourss ot 30 montns ot aging, the artaxicant
aciwiticz of sparkling wine, suriie, 25 dz2emined by “FAP
tFigure 1) and by 1-2 Fo n method, dageased =ign ficart y
(p ez 001 77 end p < €04 B2, respectivesy!.

Whers cornparirg Lhe samoles with and without leas, it
dppzars Fal the andeaidant aetivily of conenescal s as
wias sighr {Takle 1), This cou o sedua <o -he sulfta added
wiith the expeod Lion Huor. Howeever, ro Sanificart differ-
L weas sasetwed 0 s ol browning.

Brgzeirg antiedant activlios during Cerva siurage ande
3 diffarent erndizions: the wres secreesed eir 2o osidsnl
activity a5 daterrmired By FRAP (f = C.O244) and Fo'in (e
« RO HY, egsecially at cellar 2-d al rouen Lensperalans
in the cerly moaths of stovegs (Figare 23 Furlc: mane,
the: Bronsty'nin increased mere sarsedly in slarage inhe
atter ban conditians, whire i2did nol s'g=licar Uy changed
A the safrgeratar, =
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ROLE OF LEES IN ANTIOXIDANT ACTIVITY OF SPARKLING WINES DURING LONG-
TERM SUR LIE AGING
M2 Angeles AGUILERA-CURIEL, Arnau SERRA-CAYUELA, Stefania VICHI, Susana BUXADERAS, Elvira LOPEZ-TAMAMES

Department of Nutrition and Food Science, Reference Network in Food Technology (XaRTA), School of Pharmacy, Av. Joan XXIIi s/n, 08028 Barcelona, University of
Barcelona, Spain

Cava is a quality sparkling wine (Certified Brand of Origin) elaborated using a traditional method that consists of a second fi by biol | ageing in contact
with lees in anaerobic conditions for at least 9 months (Council Regulation (EC), 1493/1999).

Long periods of aging lvwolve improved quality, although it could mean more wine to the of phenols [1]. However, it has been widely described in
model wines there is no b g due to the pi ded by yeast against it [2], and through the decrease of the antioxidant activity of the lees’ cell surface along aging
[3]. However, there is limited dala on the anlloxldam capadly of sparkling wines [4], and how lees to of of wines and the possible

compounds involved are still unknown.
4{1%2 aim of this study was to investigate stability against wine oxidation during a long-term aging and commercial life, and analyze the role of lees. I—

SAMPLING ANALYTICAL METHODS

Folin-Ciocalteau: by Folin-Cis reagent and
Aging absorbance at 765 nm. Results were expressed as ppm of Gallic Acid
>
BASE WINE oM M mP» emdPp[om] M M M ™
Different ) vslique ¢ ) A ) 3 ;. ) > [;_> ad >(;_> *» FRAP [6]: measured the reductive power of a sample by the reduction of
Coupages u complex TPTZ-Fe* to TPTZ- Fe?* and absorbance at 593 nm (intense blue).
£ a Results were expressed as ppm of Trolox Equivalents.
B A e DPPH [5]: measured the antioxidant capacity by ao:epunce of hvdmgen by
DPPHe radical (intense violet) from
NRgmT SN CRn o at 517 nm (disappearance of violet colour). nesults were expressed as
Commerci IMR)soM Bt cma/ppm Tk
Lif 9M(R) +4 M
= 9M(R)+8M Total Polyphenol Index: at 280 nm and y Units.
9M(R) +12 M
SM(R)+20M Hi inammic g d at 320 nm and as Arbitrary Units.

Browning Index: measured at 420 nm and expressed as arbitrary Units (A.U.-10°).

RESULTS AND DISCUSSION

Over the course of 39 months of storage, the antioxidant activities of commercial
The antioxidant activity of Cava sparkling wine did not change significantly during the sur lie aging, or by 2
FRAP,DPPH, or by Folin method. However, the absorbance at 420 nm increased proportionally over time of sparkling wine, ﬁ‘:‘"‘l"" lees, as determined by FRAP ’_""I"V the ‘_"':" '““":"
aging, indicating that compounds others than phenolics were involved in the browning; these compounds :;":"'::"‘um::r:":;‘:-‘:t"m‘e“‘e:;:-‘::;;:‘m;::’; ’::;‘.:::'ﬂ::e"‘::
bal , as indicated by Bosch-Fusté et al. 2009 [7). - a
wers probably sugars, ns Indicated by Bosdr-Fusté et o 7 browning increased more markedly in storage in the latter two conditions, whereas
it did not significantly change in the refrigerator.
- consevATON
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Comparing mean values for antioxidant capacity (Folin, FRAP and DPPH) of commercial and Sur lie sparkling wines, it appears that values for commercial wines were higher, but this may be due to the sulfite
added with the expedition liquor. However, no significant differences were observed in terms of browning.

SPARKLING WINE | FOLIN® | ABS 320 nm ABS 420 nm
Commercial 172 35.99 133 532 315 74
(n=60)
Sur lie 140 29.03 1.69 5.47 275 77
(n=80)

*Denotes significant differences at 0.001
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Sparkling wine lees :
antioxidant and biological effect

Montzerrat Em-Aumatell’, Esbeca Tudela, M A.nga]ﬁ Apmlera-Curisl,
Susana Buxaderas and Ehvira Loper- Tamames

Departament de Mutricio i Bromatologia, Universitat de Barcelona, Campus de " Alimentsrio de Torribera,
Av._ Prat de la Riba 171, 08921 Sants Coloma de Gramenet, Spain

Abstract: Cava (Spanish sparkling wine) is elaborated by the traditional method that consists in second fermentation of a
wine is zzed in contact with lees by a period longer than DmniﬁTEkﬁlmedﬂfudlmhoﬂEMMdmny
for distillation and represents approcimately 200 fones every year. The sim of the present work is the characterization the
yemst lees in arder to depth in the Imowledze of the smolysis process and suzgest a possible reuse of the cava lees. The
wark was focused by three different approaches : morpholozical charactenization by micoscopy techniques, evolution of
the mubolysis by yphensted techniques 35 UTHPLC-MS/MS, and chernical charscterization of the anficxidsnt capacity of
the cava lees. The results showed as the yeast lees are disorganized duming sutobysis tut the cell wall remains wmbroken.
This disorganization comiributes to the exchange betwesen cava lees and wine which contributes to the particular
charactenictics of final product. Also, 8 possible marker of mutolysis, widine was determined  Finally, the charactenization

of lees showed as its anticwidant capacity could be atrinted to call wall and partionlary at protein fraction.
Keywords : yeast lees, antioxidant activity, bioactive compoumds, sparkling wine by-products

It et

The elaboration of Cava 15 performed by the
traditional method in which a second fermentation
1= followed by an agemz time m contact with the
lees. Dhunng this period of minimum % months for
these Spanish spali.]mg'mnu, some compounds as
proteins, hipads, amine acids could be released from
veast lees to wine providing the particular bougquet
of aged wine.

Lees are defined as the residues formed at the
bottom of receptacles containing wine, after
fermentation, dunng storage or after anthorized
treatments, as well as the residue obtained
following the filtration or centrifugation of this
product. Less are mainly composed of
microorganisms (mainly yeasts), tartarie acid,
inorganic matter, and phenclic compounds
(Teixeira er al., 2014). Yeast lees are composed
mainly by a cell wall (25-30 % of the cell volume)
and the main macromolecules 1dentified are
mannoprotemns, f-glucans and chitin. f-glucans
forms an elastic microfibrillar polysaccharide
skeleton in the mmer part of the cell wall where the
mannoproteins ancher to form the outermost layer
(Gallardo-Chacon et al., 2009).

*“Corponding awthor : montserisGnb.seds

The role of lees during winemaking is double for
one hand, adsorh some compounds related with the
quality of cava as off-flavers as wolatile phenols
and boactrve compounds as polyphenols or volatile
compounds and for the other hand, release some
enzymes or other compounds to the medinm
(Teixeira er al., 2014 ; Vich er al, 2010). The
wastes generated each vear by the cenology
mndustry 15 a problem for the environment, but its
low nuiritionsl value make nnsuttabls for to be used
as a supplement m ammsl feed (Devesa-Eey er al.,
2011). Actually, the 200 tones of cava lees
produced every year are distilled for aleohol.

The aim of the work is to evaluate some
characteristics of wine lees m order to clanfy the
autolysis and suggest a possible reuse as meredient
or supplement of natural ongin. The possible
anfloxidant capacity of yeast lees suggests its
possible reuse as beoactive component. The yeast
lees could be a possible source of bisactive
compounds as p-glucans or ghatathione. Io this
sense our research gzromp identified some
catabolites of ENA from veast lees and ifs role om
the named autolysis penod. Furstly, the stroctaral

maorphology of plasmelyzed cells was evaluated.
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Material and methods

Samples : the samples nzed are Saccharomyces
cerevisige strain F11 belonged to the private
collection of Freixenst winery S A

Transmission Electron Microscopy (TEM) : yeast
pellets were transfered to a depth planchettes, then
cryoimmoevilized. After several acetone rinses
samples were mfilirated m resim and polvmenzed at
60°C_ Ultrathin sections were obtained and
observed m electron microscope (JEM-10101).

Fractiomation : the samples were disrupted
mechanically, m a ball mill and the cell wall was
obtamed by centmfuogation. The sediments were
washed previously to the chemical analysis
application. Afterwards, cell wall was fractionated
in order to obtam 4 fractions : F1 with hot water, F2
with protease treatment, F3 with lipase treatment
and the remaining sediment was called F4.

The methods used in order to evalnate the
antioxmdant capacity of yeast lees are determimed by
ET-methods as total phenols assay by Folin-
Ciocaltean reapent, Ferne Ion reducing antioodant
power assay (FRAP) and 2,2-diphenylpierylhy-
drazyl radical scavenging capacity assay (DPPH).

The characterization of yeast lees was obtained
by : total polysaccharides (phenol-sulphune
method), protein determination (Bradford methed),
thiol content (DTDP method) and Amincacid
determination (Minhydrin method). (Do et al.,
19381).

Catabuolites determination : ENA catabolites were
determmed by UHPLC-MS/MS with an Acquity
Ulira-Performance Ligmd chromatography system

Figure 1. View of ulirathin sections of sparkling wine
lees of @ months of ageins.

Cavd CRALIENGES P15 = SPARETING FINES

equipped by a binary pump system and phetediode
array detector (DAD), Z5pray electrospray and
triple guadrupole detector. Catabolites were
guantified by calibration curves (Tudela er al,
2013).

Resulis and discussion

In Figure 1, it could be observed the global image
of yeast lees of 9 months of ageng obtained by
TEM. It could be observed as most of the cells are
plasmolyzed although some of them could remain
entire. During sur lie ageing the lees suffer
cytoplasmic degradation and disorgamzation of the
organelles. This process called aufolysis 1s a slow
process assoclated of cell death that invelves
intracellular enzymes and the release of some
compounds to the wine. The amerphous middle of
the inside of the wall is degraded after 13 months
of aging and the microfibrous material appears
more diffuse (data not show). From 30 months
cnwards the cell wall consists of a tangled fiber
strocture, but remains unbroken throughout the
48 months of aging (Tudela, er al., 2013).
However, other eracks were obsarved m the plasma
membrane.

As a result of the auntolysis process, some
catabolites of RNA degradation could be identified
and quantified 1 Cava (Spamish sparkling wine).
Adenosine, guanosine, Iinosine, uridime,
hypexanthine, xanthine and uric acid were
determimed by UHPLC-M3/MS during 4 years of
The main oucleoside quantified is wndine and 1ts
content increase linsally when lees are present
while when lees are removed the nucleosides
remain unchanged. Undine is proposed as autolyzis
marker due to the lineal relation with ageing time.
The development of soft iomzation techmiques as
UHPLC-MS5/MS facilitates de detechion of some
minor compounds in wine and 1s a promising
technigque for to continue deepening i1n the

knowledge of the autolysis.
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Figure 1. Unidine release of sparkling wine of different
cava series during ageing time (source Tudela ef al_,
2013).
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Table 1. Mean values of composition of yeast lees.
(WY : whaole yeast, YCW': yeast cell wall)

WY YCOW
Thiel groups 040 081
{me Gl —eq/z)
Y aming acid 0.05
Soprowins B85 03
b mnzars 723 74.6

- (1] (20 [T

Fgure 1 Mean values (ppm of Trolox) of antiocidant
capacity of lees.

Finally, the possible rense of yeast lees mn order to
increase its value was proposed and so, the
charactenzation of veast cells was performed The
first topic of interest 15 to analyze were resides the
antioxidant capacity of lees and to assess which
compounds are responsible of thiz antioxidant
capacity. The yeast cells were disrupted m order to
obtain different fractions whole yeast, disrupted
yeast, yeast cell walls and supernatant The results
suggest that antioxidant eapacity is located in the
cell wall probably due to the emptymng of the cell
inmer during sutolyzis and the lack of antioxidant
substances thereof (Figure 3).

There arem’t sigmificant differences 1n
charactenzation between whole yeast and cell wall
but there 15 sigmficant differences m thiol groups
that can be explamed by the better accesmibility to
the reactant groups when cells are disrupted
(Table 1). The values of antioxidant capacity
(Figure 1) were lower of that found in the literature
In order to explain this fact possible polyphencls
compounds were extracted from washed lees and
analvzed, not being obtained. Thereby, these lower
values can be explained by the absence of
polyphenscls retained on the lees which are
responsible for most of FRAP antioradant activity,
and also greatly mm DPPH antioxidant activity
(Gimgor er al., 2011}

When the charactenization of cell walls was
performed the content in polysacchandes of lees 15
approximately 75 %, which agree with the

P CRALLEWGES 200 5 = SP4RETING FINES
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literature, and the amount of protein 1= 9.3 %,
below to quote m the Literature {15 %) (Table 2).
Onee the antiorndant of yeast lees was performed 15
atiributed to cell wall a fraction process was
performed 1 order to atinbute which compounds
are responsible of the antioxidant capacity
(Table 3).

The first fraction, obtained with hot water, consists
mainly in mannoproteins. The second one was
obtained by protease treatment and consists
basically in hydralyzed protems, while the third ons
was obtained after by lipase treatment Thus, the
last frachion comsists mostly on glucans. Comparmg
the sequential fractions obtamed (F1, F2, F3 v F4),
the antioxidant values measured by the Folin-
Ciocaltean method were higher m F2 (hydrmolyzed
proteins) than in Fl {mannoproteins) comesponding
with an merease in aming acid content and m the
degree of hydrolysis (Table 2 and 3).
Folin-Ciocaltean values are higher m F2 fraction as
DPFPH (Table 3) while the values of FRAP are
higher i the first frachion The last one composed
by glucans show the low antioxidant activity except
by Folin method It could be concloded that the
antioxidant capacity resides basically in
mannoproteins fraction. In the literature some
studies have determined that the antioxidant
capacity of the wall of & Cerevisige 15 mamly duos
to proteln content, and the thiol groups of these
proteins (especially 1n dematured state) are
primarily responsible for its antoxmdant activity
(Jachng er al , 2007). Mot only the protein thisl
groups may act as anfiomdants, but potentially the
20 amine acids found in proteins can do i,
especially those with aromatic groups.

Moreover, the antioxidant activaty of a protem can
be increased by destruction of s terhiary structure,
which improves the accessibility of the mferior B
groups (Sarmadi and Ismaal, 2000). This imphes
that the antioxidant activity of the wall may be due
to several factors: the conformational state or
protein denaturation degree, which can determine
the accessaibality of chemucally active zroups, and
the tvpe of amino acids that constifute the protem.
Also, and according to other amthors (Gallardo-
Chacon er al., 2010) a high comelation between
FRAP and DPPH were found (B2 =097, P = 0.05),

Table 1. Composition in % of dry weight of fractions
obtained by cell walls (P5: polysaccharides, PR :
PrCHEis).

YCW F1 F? F3 F4
%P5 T46 205 438 39 454
%WPR 03 40 17 0 07

a5

232



ANEXOS

Table 3. Mean valoes of anticxdant capacity deternmimed
by different anficeddamt methed (F-C: Folin-Ciocaltesn
method)

_ Fl__F2 __F3 4
FC (mg Trolox- 4308 613.0 360 742

egl)
FRAP (mz 1080 822 56 38

_Trolox-eqT)

DFFH (ECy 327.6 337.7 388 -
T/EEC s

Thiol (mz Glu- 4646 356 260 -
eg' L)

Amimo  acids 168 1121 1134 7.0
(mz Len-egT})

but none of them are correlated with Folin-
Ciocaltean values.
In conclosion, cava lees are disorganized durmg
ageing but the cell wall is not broken. The
exchanges between wine and cells were confirmed
and a possible marker of ageing time was
identified. Finally, cava lees, composed, basically,
by veast cell walls have antioxidant capacity
atinbutable to the protein comtent.
Finally, yeast lees could be an interesting material
to be reghlized in the mdustry as natural fiber for
its anticecidant capacity.
Acknowledgments © This smady was made possible
thanks to Freivenet 5.4 winery for providing sspples.
And from Ministerio de Ciencia y Tecnologis, project
AGL2011-23872 and by the Generalitar de Carslumya,
project SGR01432 and Xarts (Karxa de Referencia en
Ternologia dels Alimenrs).
BReferences
Devesa-Rey B, Vecmo X, Varela-Alende T1., Bamal MT.,
Cruz I'M., Moldes AB., 2011. Valorization of winery
waste v=. the costs of oot recycling. Wase

Cavd CRALIENGES P15 = SPARETING FINES

Dioi E., Shibata D.. Matoba T., 1981, Modified colormetric
ninhydrin methods for peptidase assay. Amalytical
Biochemisey, 118, 1, 173-184.

Gallardo-Chacan 1.7, Vichi 5., Lopez-Tamames E.,
Buxaderas 5., 2009. Amalysis of sparkling wine lees
surface wolatiles by optimized solid-phase microestmaction.
Journal of Agricularal and Food Chemisry, 57, 3170-
3185

Gallardo-Chacon 1T Vichi 5. Utpl, P, Laper-Tamames E.
Buxaderas 5. 2010. Antioxidant activity of lees cell
amface duming sparkling wine sur lie aping. International
Jewrnal of Food Microbiolagy, 143, 1-1, 48-53.

Gimgér W, Ozyarek M, Gigli K., Cdic 5 D Apak B,
2011, Conpanative evaluation of antioxidant capacities of
thiol-based antievddants measured by differsnt in vitre
methods. Talani, 83, 5, 1650-1658

Inehrig 5. C., Bobm 5, Erch L. W, Fleischer L -G, Kz T.,
2007. fa vitro Potential Antiowidant Activity of
{1—3},(1—4)-f-d-Glucan and Protein Fractions from
Saccharomyces cerevisiae Cell Walls. Journal af
Agricularal and Food Chemistry, 55, 11, 471047164,

Sarmadi BH , Tsmail A | 2010. Anticwadative peptids from
food proteins: A eview. Pepddes, 31, 10, 1940-1956,

Teimeira 4 , Baenas M., Dominpoez-Perles B, Bammos A.,
Foza E. Moreno DA | Gamia-Viguera ., 2014. Natural
Bivactive Conpounds fom Winery By-Products as Health
Promoiers: A Beview. fnternational fournal of Molaular
Sciences, 15, 1563815678

Tudela B, Riv-Aumatell M, Castellari M. Buxaderaz 5.,
Lopez-Tapames E., 2013, Chanpes in BNA catabolites of
sparkling wines during bislogical aging. Jowrmal af
Agricularal and Food Chemisiry, 61, S0EB-5035.

Vichi 5., Gallardo-Chacon JJ Pradelles B, Chassagre T,
Lopez-Tamames E., Buxaderas 5., 2010. Surface
properties of Saccharmomyces cerevisiar lees during
spm:’ill]g wine ageing and their effect on flocoulation

iewal | of Food Microbiology, 140, 125-

31, 23X7-2335.

130.

233



ANEXOS

234



	MMAC_CUBIERTA
	Tesis revised MAAC final con portada

