
 
 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 
 

Caracterización de lías recuperadas 
 de vinos espumosos 

 
Mª Ángeles Aguilera Curiel 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
ADVERTIMENT. La consulta d’aquesta tesi queda condicionada a l’acceptació de les següents condicions d'ús: La difusió 
d’aquesta tesi per mitjà del servei TDX (www.tdx.cat) i a través del Dipòsit Digital de la UB (diposit.ub.edu) ha estat 
autoritzada pels titulars dels drets de propietat intel·lectual únicament per a usos privats emmarcats en activitats 
d’investigació i docència. No s’autoritza la seva reproducció amb finalitats de lucre ni la seva difusió i posada a disposició 
des d’un lloc aliè al servei TDX ni al Dipòsit Digital de la UB. No s’autoritza la presentació del seu contingut en una finestra 
o marc aliè a TDX o al Dipòsit Digital de la UB (framing). Aquesta reserva de drets afecta tant al resum de presentació de 
la tesi com als seus continguts. En la utilització o cita de parts de la tesi és obligat indicar el nom de la persona autora. 
 
 
ADVERTENCIA. La consulta de esta tesis queda condicionada a la aceptación de las siguientes condiciones de uso: La 
difusión de esta tesis por medio del servicio TDR (www.tdx.cat) y a través del Repositorio Digital de la UB 
(diposit.ub.edu) ha sido autorizada por los titulares de los derechos de propiedad intelectual únicamente para usos 
privados enmarcados en actividades de investigación y docencia. No se autoriza su reproducción con finalidades de lucro 
ni su difusión y puesta a disposición desde un sitio ajeno al servicio TDR o al Repositorio Digital de la UB. No se autoriza 
la presentación de su contenido en una ventana o marco ajeno a TDR o al Repositorio Digital de la UB (framing). Esta 
reserva de derechos afecta tanto al resumen de presentación de la tesis como a sus contenidos. En la utilización o cita de 
partes de la tesis es obligado indicar el nombre de la persona autora. 
 
 
WARNING. On having consulted this thesis you’re accepting the following use conditions:  Spreading this thesis by the 
TDX (www.tdx.cat) service and by the UB Digital Repository (diposit.ub.edu) has been authorized by the titular of the 
intellectual property rights only for private uses placed in investigation and teaching activities. Reproduction with lucrative 
aims is not authorized nor its spreading and availability from a site foreign to the TDX service or to the UB Digital 
Repository. Introducing its content in a window or frame foreign to the TDX service or to the UB Digital Repository is not 
authorized (framing). Those rights affect to the presentation summary of the thesis as well as to its contents. In the using or 
citation of parts of the thesis it’s obliged to indicate the name of the author. 



 

Mª Ángeles Aguilera Curiel 

CARACTERIZACIÓN DE LÍAS 

RECUPERADAS DE VINOS 

ESPUMOSOS 

 



 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

Caracterización de lías recuperadas de 

vinos espumosos 

 

 

Mª Ángeles Aguilera Curiel 



 

 

 



 

 

UNIVERSITAT DE BARCELONA 

FACULTAD DE FARMACIA Y CIENCIAS DE LA ALIMENTACIÓN 

 

 

 

 

CARACTERIZACIÓN DE LÍAS RECUPERADAS DE VINOS ESPUMOSOS 

 

 

 

 

 

 

 

Mª ÁNGELES AGUILERA CURIEL 

2016 



 

 

  



 

UNIVERSITAT DE BARCELONA  

FACULTAD DE FARMACIA Y CIENCIAS DE LA ALIMENTACIÓN 

 

PROGRAMA DE DOCTORADO  

ALIMENTACIÓN Y NUTRICIÓN 

2011– 2016 

 

CARACTERIZACIÓN DE LÍAS RECUPERADAS DE VINOS ESPUMOSOS 

 

Memoria presentada por Mª Ángeles Aguilera Curiel para optar al título de doctora por la 

Universidad de Barcelona 

 

 

 

 

Dra. Elvira López Tamames                                                                     Dra. Montserrat Riu Aumatell  

       (Directora/tutora)                                                                                        (Directora) 

 

 

 

Mª Ángeles Aguilera Curiel 

2016



 

 



 

Este trabajo se ha realizado gracias a: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La Comisión Interministerial de Ciencia y Tecnología 

(CICyT) del Ministerio de Educación y Ciencia a través de 

los proyectos: AGL2008-03392 y AGL2011-23872, y la 

beca predoctoral de formación de personal investigador:  

BES-2009-027531. 

 

La Generalitat de Catalunya mediante ACC1Ó i la ayuda 

para grupos de investigación consolidados: 

• EVALXARTA2010 (EX12)  

• 2009 SGR 606 

• 2014 SGR 01438 

 

 

 

Bodegas del grupo Freixenet S.A.  



 

 



 

Agradecimientos 

Muchas han sido las personas que me han ayudado, motivado y hecho más fácil el 

camino durante todo este tiempo. En primer lugar, me gustaría agradecer a Elvira la 

oportunidad de realizar la tesis doctoral en el grupo de Vinos y Aromas y ser mi directora de 

tesis, y a Montse por ser la codirectora. A Susana, por su asesoramiento y tutorización en el 

trabajo final de grado de química, un trocito de esta tesis doctoral.  

En segundo lugar, quiero dar las gracias a mis compañeros de grupo: Paula, Arnau, 

Ana María y Rebeca, porque, aunque cada uno ya haya tomado su camino, conservo un 

recuerdo muy bueno de nuestras aventuras y desventuras en el laboratorio. A los 

compañeros del grupo de Antioxidantes: Anna V., Naiara, Míriam, Palmi, Anna T., Paola, Jose 

y Álex, por sus charlas siempre interesantes sobre polifenoles y por dejarme el 

espectrofotómetro las mil y una veces que lo he necesitado. A los compañeros del grupo de 

Metabolómica: Montse, Rosa, María R., Mar y María B., por su buen humor contra viento y 

marea. También quiero dar las gracias a los compañeros del grupo de Aminas: Natalia, Joan 

y Mariluz, siempre prestos a compartir conocimientos.  

Fuera del laboratorio, quiero agradecer a Nuri y Ester sus siempre bienvenidas 

palabras de ánimo y los momentos dicharacheros que hemos pasado junto al resto del elenco 

de las damiselas. A mis excompañeros de piso y amigos: Paloma, por su simpatía y naturalidad, 

e Ivaylo, por darme ánimos durante los últimos meses de escritura de esta tesis al más puro 

estilo de la milicia búlgara. Tampoco me olvido de los santcelonins Miquel, compañero 

inseparable de Givaudan, que me ha enseñado a beber cerveza como Dios manda, y Amalia, 

con la que he compartido tantas tardes de running y confidencias.  

Por último, quiero dar las gracias a mi familia, en especial a mis padres, mis hermanas 

y mi pequeño sobrino Mateo, con los que siempre puedo contar y los que siempre llevo en 

mi corazón.  



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  



 

 

 

 
 

A mi familia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por fin, un martes de diciembre, a la hora del almuerzo, soltó de un golpe toda la carga de 

su tormento. Los niños habían de recordar por el resto de su vida la augusta solemnidad con 

que su padre se sentó a la cabecera de la mesa, temblando de fiebre, devastado por la 

prolongada vigilia y por el encono de su imaginación, y les reveló su descubrimiento. 

-La tierra es redonda como una naranja. 

-Gabriel García Márquez, “Cien años de soledad”.- 

 



 

 
 

 



 

Índice 

1. Interés y objetivos .............................................................................................................. 1 

2. Antecedentes bibliográficos ............................................................................................... 5 

2.1 Vinos espumosos naturales............................................................................. 5 

2.1.1 Elaboración de vinos espumosos ................................................................ 5 

2.1.2 Propiedades antioxidantes de los vinos espumosos ................................ 18 

2.2 Levaduras y lías ............................................................................................. 26 

2.2.1 Citología de Saccharomyces cerevisiae .................................................... 27 

2.2.2 Autolisis y envejecimiento sur lie ............................................................. 35 

2.2.3 Las lías como subproducto ....................................................................... 48 

2.2.4 Las lías como agente antioxidante ........................................................... 53 

3. Material y métodos .......................................................................................................... 57 

3.1 Vinos espumosos ........................................................................................... 57 

3.1.1 Diseño experimental y muestreo ............................................................. 57 

3.1.2 Técnicas analíticas aplicadas .................................................................... 59 

3.2 Lías ................................................................................................................. 63 

3.2.1 Tipos de muestras ..................................................................................... 63 

3.2.2 Tratamientos para la obtención de fracciones ......................................... 64 

3.2.3 Técnicas de microbiología aplicadas ........................................................ 67 

3.2.4 Técnicas analíticas aplicadas .................................................................... 69 

4. Resultados y discusión ..................................................................................................... 79 

4.1 Composición y actividad antioxidante de vinos espumosos......................... 79 

4.1.1 Parámetros enológicos generales ............................................................ 80 

4.1.2 Evolución del contenido en fenoles.......................................................... 82 

4.1.3 Evolución del sulfito libre y total .............................................................. 86 

4.1.4 Evolución de la actividad antioxidante ..................................................... 90 



 

4.1.5 Conclusiones del capítulo ......................................................................... 94 

4.2 Caracterización morfológica y poblacional ................................................... 95 

4.2.1 Visualización por microscopía óptica confocal ......................................... 95 

4.2.2 Caracterización de las lías por citometría de flujo ................................... 97 

4.2.3 Conclusiones del capítulo ....................................................................... 115 

4.3 Composición y actividad antioxidante de las lías ........................................ 117 

4.3.1 Determinaciones básicas ........................................................................ 117 

4.3.2 Contenido en fenoles .............................................................................. 118 

4.3.3 Contenido en polisacáridos, proteínas y tioles ...................................... 121 

4.3.4 Actividad antioxidante de las diferentes fracciones .............................. 124 

4.3.5 Conclusiones del capítulo ....................................................................... 130 

4.4 Caracterización de la pared celular ............................................................. 130 

4.4.1 Composición y actividad antioxidante inicial de las paredes ................. 130 

4.4.2 Fraccionamiento completo de la pared.................................................. 132 

4.4.3 Obtención de manoproteínas en un solo paso ...................................... 141 

4.4.4 Conclusiones del capítulo ....................................................................... 146 

5. Discusión general ........................................................................................................... 149 

6. Conclusiones .................................................................................................................. 153 

Referencias ............................................................................................................................ 155 

Anexos ................................................................................................................................... 173 

Anexo I. Resultados analíticos .......................................................................................... 175 

Anexo II. Cromatogramas ................................................................................................. 205 

Anexo III. Imágenes de microscopía ................................................................................. 209 

Anexo IV. Publicaciones y presentaciones en congresos ................................................. 215 

 



 

Índice de figuras 

Figura 2-1. Elaboración de vino espumoso mediante el método tradicional......................... 14 

Figura 2-2. Elaboración de vino espumoso mediante el método Charmat. ........................... 17 

Figura 2-3. Estructura química del fenilpropanoide y estructura básica de los flavonoides. 21 

Figura 2-4. Ácidos hidroxinámicos y sus derivados (hidroxicinamatos) más habituales en vinos 

espumosos. ............................................................................................................................. 22 

Figura 2-5. Otros fenoles habituales en vinos espumosos. .................................................... 23 

Figura 2-6. Representación esquemática de la levadura S. cerevisiae y de su 

compartimentalización subcelular .......................................................................................... 29 

Figura 2-7. Representación de la superficie celular y sus componentes ................................ 34 

Figura 2-8. Imágenes de microscopía electrónica de baja temperatura de las células de 

levadura que han estado en envejecimiento sur lie durante 12 meses ................................. 39 

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 .............................................................................................. 41 

Figura 2-10. Secciones ultrafinas de Saccharomyces cerevisiae mostrando diferentes estadios 

de autolisis después de 9 meses (a-d) y 48 meses (e-h). ........................................................ 42 

Figura 2-11. Diagrama de elaboración de vinos blancos y tintos donde se indican los puntos 

en los que se eliminan lías ...................................................................................................... 50 

Figura 2-12. Imagen donde se muestran lías de vino tinto de las variedades morada (A), 

Cabernet sauvignon (B), Cabernet franc (C) y de vino blanco de la variedad Lorena (D) ...... 50 



 

Figura 3-1.  Esquema del muestreo aplicado a los vinos espumosos. .................................... 58 

Figura 3-2. Reacción yodométrica de Ripper. ......................................................................... 60 

Figura 3-3. Reacción que tiene lugar al aplicar el método FRAP. ........................................... 62 

Figura 3-4. Reacción que tiene lugar al aplicar el método DPPH. .......................................... 63 

Figura 3-5. Proceso de disrupción celular. .............................................................................. 65 

Figura 3-6. Proceso de fraccionamiento de las paredes celulares ......................................... 66 

Figuras 4-1. Valores promedio y desviaciones estándar de los contenidos en sulfito total de 

los vinos espumosos en envejecimiento en lías ..................................................................... 88 

Figuras 4-2. Valores promedio y desviaciones estándar del contenido en sulfito total de los 

vinos espumosos comerciales (sin lías) .................................................................................. 89 

Figura 4-3. Imágenes representativas de microscopía óptica confocal de las lías de primera 

fermentación........................................................................................................................... 96 

Figura 4-4. Imágenes representativas de microscopía óptica confocal de las lías de segunda 

fermentación........................................................................................................................... 96 

Figura 4-5. Imágenes representativas de microscopía óptica confocal de las lías de segunda 

fermentación del Charmat. ..................................................................................................... 97 

Figura 4-6. Imágenes representativas de microscopía óptica confocal de las muestras de 

Levaduras Secas Inactivas (LSI). .............................................................................................. 97 

Figura 4-7. Histograma representativo de la distribución de suspensión de lías brutas en vino 

modelo. ................................................................................................................................... 99 

Figura 4-8. Histograma representativo de la distribución de partículas de la suspensión de lías 

netas en vino modelo. ............................................................................................................ 99 



 

Figura 4-9. Histograma representativo de distribución de partículas de la suspensión de lías 

rotas en vino modelo. ........................................................................................................... 100 

Figura 4-10. Histograma representativo de distribución de partículas en la suspensión de 

paredes de levaduras en vino modelo. ................................................................................. 100 

Figura 4-11. Histograma representativo de la distribución de partículas en el citoplasma. 101 

Figura 4-12. Ratio de rotura según tiempo de disrupción en molino de bolas de las diferentes 

concentraciones de lías ......................................................................................................... 102 

Figura 4-13. Diámetro promedio de rotura según tiempo de disrupción en molino de bolas de 

las diferentes concentraciones de lías. ................................................................................. 103 

Figura 4-14. Citogramas biparamétricos de las señales de dispersión de las muestras antes de 

la disrupción; (A) lías de primera fermentación del cava; (B) lías de segunda fermentación del 

cava, (C) lías de segunda fermentación del Charmat, y (D) Levaduras secas inactivas LSI. . 106 

Figura 4-15. Citograma biparamétrico de las señales de dispersión de las muestras después 

de la disrupción; (A) lías de primera fermentación del cava; (B) lías de segunda fermentación 

del cava, (C) lías de segunda fermentación del Charmat, y (D) Levaduras secas inactivas (LSI)

............................................................................................................................................... 107 

Figura 4-16. Histogramas de las señales de dispersión frontal (log FS vs. número de partículas) 

de las muestras antes (área roja) y después de la disrupción (área azul); (A) lías de primera 

fermentación del cava; (B) lías de segunda fermentación del cava, (C) lías de segunda 

fermentación del Charmat, y (D) Levaduras secas inactivas (LSI). ....................................... 108 

Figura 4-17. Histogramas de las señales de dispersión lateral (log SS vs. número de partículas) 

de las muestras antes (área roja) y después de la disrupción (área azul); (A) lías de primera 

fermentación del cava; (B) lías de segunda fermentación del cava, (C) lías de segunda 

fermentación del Charmat, y (D) Levaduras secas inactivas (LSI). ....................................... 109 



 

Figura 4-18. Citogramas biparamétricos de las señales de fluorescencia verde (FL1; SYTO13) 

frente a fluorescencia roja (FL3; yoduro de propidio) de las muestras antes de la disrupción 

en las zonas donde se realizó el “gattering”; (A) lías de primera fermentación del cava; (B) lías 

de segunda fermentación del cava, (C) lías de segunda fermentación del Charmat, y (D) 

Levaduras Secas Inactivas (LSI). ............................................................................................ 114 

Figura 4-19. Citogramas biparamétricos de las señales de fluorescencia verde (FL1; SYTO13) 

frente a fluorescencia roja (FL3; yoduro de propidio) de las muestras después de la disrupción 

en las zonas donde se realizó el “gattering”; (A) lías de primera fermentación del cava; (B) lías 

de segunda fermentación del cava, (C) lías de segunda fermentación del Charmat, y (D) 

Levaduras Secas Inactivas (LSI). ............................................................................................ 115 

Figura 4-20. Imagen de lías de primera fermentación del cava (A), de segunda fermentación 

del cava (B), y de segunda fermentación del Charmat (C). .................................................. 118 

Figura 4-21. Actividad antioxidante de las muestras de lías y LSI y sus fracciones medidas por 

el método Folin-Ciocalteau. .................................................................................................. 125 

Figura 4-22. Actividad antioxidante de las muestras de lías y LSI y sus fracciones medidas por 

el método FRAP.. ................................................................................................................... 126 

Figura 4-23. Actividad antioxidante de las muestras de lías y LSI y sus fracciones medidas por 

el método DPPH. ................................................................................................................... 126 

Figura 4-24. Actividad antioxidante de las diferentes fracciones obtenidas de paredes de lías 

y LSI medidas por el método Folin-Ciocalteau. .................................................................... 137 

Figura 4-25. Actividad antioxidante de las diferentes fracciones obtenidas de paredes de lías 

y LSI medidas por el método FRAP. ...................................................................................... 137 

Figura 4-26. Actividad antioxidante de las diferentes fracciones obtenidas de paredes de lías 

y LSI medidas por el método DPPH....................................................................................... 138 



 

Figura 4-27. Actividad antioxidante (método Folin-Ciocalteau) de los precipitados (P) y los 

sobrenadantes (S) obtenidos con los tratamientos para la obtención de manoproteínas 

efectuados a las paredes de lías y LSI. .................................................................................. 145 

Figura 4-28. Actividad antioxidante (método FRAP) de los precipitados (P) y los sobrenadantes 

(S) obtenidos con los tratamientos para la obtención de manoproteínas efectuados a las 

paredes de lías y LSI. ............................................................................................................. 145 

Figura 4-29. Actividad antioxidante (método DPPH) de los precipitados (P) y los 

sobrenadantes (S) obtenidos con los tratamientos para la obtención de manoproteínas 

efectuados a las paredes de lías y LSI. .................................................................................. 146 

  



 

   



 

Índice de tablas 

Tabla 2-1. Tipos de cava según su contenido en azúcares ..................................................... 13 

Tabla 2-2. Métodos in vitro comunes de análisis de la Actividad Antioxidante. .................... 20 

Tabla 2-3. Macromoléculas de la pared celular de S. cerevisiae ............................................ 34 

Tabla 2-4. Contenido de polifenoles en lías (mg/L).. .............................................................. 52 

Tabla 2-5. Resultados del análisis de extracto seco de levadura en polvo............................. 52 

Tabla 4-1. Parámetros enológicos generales de los vinos base de los cupajes A y B. ............ 80 

Tabla 4-2. Parámetros enológicos generales de los vinos espumosos sur lie a los 9 meses de 

envejecimiento según cupaje A y B. ....................................................................................... 81 

Tabla 4-3. Parámetros enológicos generales de los vinos espumosos comerciales (sin lías) a 

tiempo 0 según cupaje A y B. .................................................................................................. 81 

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 ............... 84 

Tabla 4-5. Valores medios de fenoles totales, ácidos hidroxicinámicos y flavanoles totales de 

los vinos espumosos cava y Charmat a diferentes tiempos de envejecimiento comercial (sin 

lías) .......................................................................................................................................... 85 

Tabla 4-6. Valores promedio de sulfito libre (mg/L) de los vinos espumosos en envejecimiento 

comercial ................................................................................................................................. 86 

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. ........ 91 



 

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 lías) .... 93 

Tabla 4-9. Valores R2 de las correlaciones obtenidas entre la actividad antioxidante y el 

contenido en fenoles totales, ácidos hidroxicinámicos, y flavanoles totales, para los dos 

periodos de envejecimiento de las muestras de vino espumoso. ......................................... 94 

Tabla 4-10 Número de células por gramo seco (DW), % de células antes de la disrupción (% 

CAD), % de células después de la disrupción (% CDD) y % de rotura promedio (% RP) de cada 

una de las muestras. ............................................................................................................. 110 

Tabla 4-11. Porcentaje de sólidos, pH, y ácido tartárico de las muestras centrifugadas antes 

del lavado. ............................................................................................................................. 117 

Tabla 4-12 Contenido en ácidos hidroxicinámicos y sus derivados de las lías en μg/g de peso 

seco. ...................................................................................................................................... 119 

Tabla 4-13 Contenido en fenoles individuales distintos de los hidroxicinamatos (μg/g de peso 

seco). ..................................................................................................................................... 119 

Tabla 4-14. Porcentajes en polisacáridos totales, proteína, péptidos y aminoácidos libres de 

las muestras enteras y sus fracciones ................................................................................... 121 

Tabla 4-15. Porcentaje en tioles totales, glutatión reducido y glutatión oxidado (valores 

referidos al peso seco de levadura entera. .......................................................................... 123 

Tabla 4-16 Actividades antioxidantes de productos comerciales de S. cerevisiae medidas con 

los tres métodos (Folin-Ciocalteau, FRAP y DPPH) ............................................................... 128 

Tabla 4-17. Porcentajes de peso seco de las paredes obtenidas de las muestras de lías y LSI 

respecto al peso seco inicial (antes de la disrupción), y % de polisacáridos, proteínas y tioles 

respecto al peso seco de pared ............................................................................................ 131 



 

Tabla 4-18. Valores de actividad antioxidante de las paredes las muestras de lías y LSI respecto 

al peso seco de pared ........................................................................................................... 132 

Tabla 4-19. Porcentaje de polisacáridos totales de las diferentes fracciones obtenidas 

referidas al peso inicial de pared .......................................................................................... 133 

Tabla 4-20. Valores de las correlaciones (R2) obtenidas entre los diferentes métodos de 

actividad antioxidante utilizados y entre éstos y la concentración de aminoácidos y péptidos.

............................................................................................................................................... 140 

Tabla 4-21. Composición de los precipitados (P) y los sobrenadantes (S) obtenidos con los 

tratamientos para la obtención de manoproteínas efectuados a las paredes de lías y LSI.. 142 

 

 

 

 

 

 

  



 

 



1 

 

1. INTERÉS Y OBJETIVOS 

Alicia: Por favor, ¿quieres decirme qué camino debo tomar para salir de aquí? 

Gato: Eso depende de adonde quieras llegar.  

- Lewis Carrol, “Alicia en el país de las maravillas”- 

El mercado de los vinos espumosos se ha desarrollado en estos últimos años gracias 

al impulso de una notable demanda mundial, lo que ha llevado a un aumento del 40 % de su 

producción en menos de 10 años. España, con más de 1,8 millones de hectolitros al año, es 

el cuarto productor mundial. Esta vasta fabricación origina como desecho más de 200 

toneladas de residuos de levadura de segunda fermentación al año, que la legislación 

europea denomina “lías”. El destino habitual de estas lías es la desalcoholización mediante la 

destilación para su empleo en alimentación animal, con poco valor añadido, o su destrucción, 

lo que supone un gasto para la bodega.  

Hasta ahora, el estudio de la composición y posibles aprovechamientos de 

subproductos de la industria vitivinícola se ha centrado en los residuos sólidos provenientes 

de la uva, como hollejos y pepitas. Existen algunas investigaciones sobre lías de vinos blancos 

y tintos, pero son muy escasas y en la mayoría de casos se refieren únicamente a la obtención 

de polifenoles. No hay datos acerca de la composición y potenciales usos que puede ofrecer 

la lía de segunda fermentación de vinos espumosos. 

Las lías de segunda fermentación de vinos espumosos proceden de levaduras que han 

sido seleccionadas por reunir una serie de características, entre ellas, la facultad de fermentar 

a baja temperatura y la resistencia al alcohol y al anhídrido sulfuroso. Después de realizar la 

fermentación, 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 lías 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 protección 

frente a la oxidación de los vinos durante el envejecimiento biológico en lías. Teniendo en 

cuenta esto, es posible que una vez estas lías se hayan desechado de las botellas o depósitos 

de vino espumoso, retengan compuestos de interés y puedan seguir exhibiendo capacidad 

antioxidante, sugiriendo una reutilización dentro de la industria alimentaria.  

El objetivo del presente trabajo es caracterizar las lías de segunda fermentación y 

evaluar su rol en la crianza de los vinos espumosos. El propósito 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 destilación. Para conseguir esto, se han planteado los siguientes 

objetivos específicos: 

1. Establecer el papel antioxidante de las células de levadura en la elaboración de vinos 

espumosos. Para ello, se compararán las evoluciones de la capacidad antioxidante a 

lo largo del envejecimiento de los vinos espumosos en contacto con lías con la de 

vinos que envejecen sin la presencia de las mismas. 

2. Caracterizar poblacional y morfológicamente lías diferentes provenientes de la 

fabricación de vinos espumosos. Este objetivo comprende dos partes: en primer lugar, 

una visualización en microscopio confocal para determinar forma, tamaño y posibles 

impurezas, y en segundo, un análisis por citometría de flujo, teniendo en cuenta tanto 

señales de dispersión como de fluorescencia.  

3. Caracterizar la composición de lías diferentes recuperadas de la elaboración de vinos 

espumosos para determinar dónde reside su potencial antioxidante. Este objetivo 

también se divide en dos partes: por un lado, se estudiará la composición de la lía 

entera, su interior (citoplasma) y su parte externa (pared celular), y se relacionará con 
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su capacidad antioxidante. Por otra parte, se subdividirá su pared celular en sus 

diferentes componentes, analizando la composición y la actividad antioxidante de 

cada uno de ellos. 
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2. ANTECEDENTES BIBLIOGRÁFICOS 

Pude ver más lejos porque estaba encaramado a hombros de gigantes. 

                                                                                                                         - Isaac Newton – 

2.1 VINOS ESPUMOSOS NATURALES 

Los vinos espumosos naturales se caracterizan por una segunda fermentación de un 

vino base mediante la adición de azúcares y levaduras. El gas carbónico que se origina se 

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

Como consecuencia de esta elaboración 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 legislación europea, un vino espumoso debe tener 

una presión de CO2 mínima de 3 atmósferas, medida a 20 º C (3,5 atmósferas 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 celebración de eventos 

y fiestas. Entre los vinos espumosos que gozan de un reconocido prestigio internacional se 

encuentran el Champagne (localizado en la región de Epernay y Reims, Francia), el Cava 

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

2.1.1 Elaboración de vinos espumosos 

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

la preparación del vino base o cuvée y la segunda fermentación 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 Champán son 

los más representativos; los espumosos fermentados en botella, llamados tránsfer; y los 

elaborados en grandes depósitos, llamados granvás o Charmat [3].   

 Obtención del vino base 

La vinificación de los vinos espumosos comienza con la vendimia, que se realiza una 

vez la uva ha alcanzado la madurez tecnológica. Las variables más importantes utilizadas para 

determinar la calidad de la uva y su madurez para la producción de vinos espumosos son el 

volumen de alcohol probable (concentración de azúcar en g/L), la acidez total, el pH, el 

contenido en ácido glucónico (un índice del estado sanitario de la uva), y la concentración de 

nitrógeno asimilable [4]. Las variedades de uva utilizadas en la elaboración 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 sólo autorizan el uso de unas variedades concretas. Para el caso de la elaboración 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 última variedad sólo puede ser utilizada para la elaboración de cava rosado, 

el cual se produce por el método de sangrado del vino tinto. Con diferencia, las variedades 

más utilizadas para la elaboración de cava son Xarel·lo, Parellada y Macabeu.  

La prevención de la oxidación de los compuestos fenólicos es fundamental para la 

producción 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 fermentación y un envejecimiento más 

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 más rápidamente posible a fin de 

minimizar procesos de pardeamiento y fermentaciones incontroladas.  



ANTECEDENTES BIBLIOGRÁFICOS 

7 

 

El prensado para la obtención del mosto se realiza de manera fraccionada (prensado 

champenoise). El mosto producido con presiones suaves se usa para producir los vinos 

espumosos de más calidad, mientras que el producido incrementando la presión se utiliza 

para vinos espumosos de menos calidad y para la elaboración de otros vinos (vinos de mesa) 

[5]. A las salida de las prensas,  y para evitar la oxidación del mosto, éste se sulfita a razón de 

5 a 10 mg/L, según la calidad de la vendimia [3]. El mosto es también desfangado 

preferiblemente mediante un método estático (sedimentación durante 12-24 horas), aunque 

algunos productores utilizan métodos dinámicos (filtración a vacío o centrifugación). 

Posteriormente, se puede corregir la acidez con ácido tartárico y/o ácido cítrico y adicionarse 

bentonita para facilitar las precipitaciones proteicas y la eliminación parcial de polifenoles. 

En el caso de mostos elaborados en climas fríos, donde la concentración de azúcares no es 

suficiente para obtener un grado alcohólico correcto en el vino base, se recurre a la adición 

de azúcares o mosto concentrado (chaptalización).  

La primera fermentación a menudo se lleva a cabo en grandes depósitos de acero, 

aunque algunos productores usan pequeñas 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 ºC 

(normalmente entre los 15 -18 ºC), a fin de evitar la pérdida de volátiles que podría afectar el 

desarrollo del aroma. Las levaduras utilizadas habitualmente son Saccharomyces cerevisiae 

seleccionadas por la bodega. Las levaduras completan la fermentación en pocos días, 

obteniéndose un vino turbio y seco, con una concentración de azúcar residual inferior a 1,5 

g/L. Durante la maduración del vino, los coloides sedimentan, haciendo el vino más limpio y 

brillante. Si la clarificación mediante decantado no es suficiente, se recurre a agentes 

clarificantes clásicos (bentonita, gelatina, caseinatos, etc.) o a otros más novedosos (proteína 

vegetal, quinina, polivinilpirrolidona, etc.).  

La fermentación maloláctica se realiza si la acidez del vino es excesiva (superior a 15 

g/L), o para prevenir que ocurra posteriormente en la segunda fermentación. La 

estabilización tartárica es necesaria para evitar la precipitación 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 ºC y filtrando el vino a través de membranas de 0,45 

µm [4]. 

Los vinos base destinados a la producción de cava tienen que cumplir los siguientes 

requisitos analíticos que se describen en el Reglamento de la Denominación “Cava” y de su 

Consejo Regulador (1991): 

- Graduación alcohólica adquirida: 9,5 – 11,5 % v/v 

- Acidez total mínima (en ácido tartárico): 5,5 g/L 

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

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

- Anhídrido sulfuroso (máximo): 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 año, con un 

grado alcohólico entre 10 y 10,5 % v/v, con poco azúcar residual, buena acidez total (6,5 – 7,5 

g/L de ácido tartárico) y un contenido normal de acidez volátil (0,3 – 0,4 g/L en ácido acético) 

[3].  

 Segunda fermentación y envejecimiento sur lie 

Una vez se obtienen los vinos base comienza la etapa más característica de la 

elaboración de vinos espumosos: la segunda fermentación y el envejecimiento sur lie. Entre 

los diversos métodos para obtener vinos espumosos, los que se utilizan en mayor medida y 

tienen mayor reputación son los elaborados mediante el método Champenoise, tradicional o 

clásico, y en segundo lugar los elaborados mediante el método Charmat o granvás. 

MÉTODO TRADICIONAL 

Las primeras referencias fiables a la elaboración de vinos espumosos  datan del siglo 

XVIII en la región de Champagne y son atribuidas al abad Pierre Perignon, que por primera 

vez estudia en profundidad su proceso de preparación 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 burguesía, este 

método de elaboración se extiende por la región de Champagne, y a finales del siglo XIX se 

introduce en Cataluña de la mano de Joan Raventós, propietario de las bodegas Codorniu. 

Todos los espumosos elaborados por este método se llaman champanes, hasta el año 1958 

en que se funda el Consejo Regulador de la Denominación de Origen Champagne, que sólo 

permite a los espumosos elaborados en dicha zona y por unas determinadas bodegas 

ostentar la denominación de champagne.  

El método tradicional se basa en que la segunda fermentación y la crianza sur lie se 

realizan íntegramente en la misma botella donde se comercializa el producto final. En la figura 

2-1 se encuentra esquematizado el proceso de elaboración de vinos espumosos mediante el 

método tradicional. Las etapas se describen a continuación:  

Cupaje. Dependiendo de los atributos de los vinos estabilizados, el enólogo 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 añada, es a menudo realizado porque es difícil 

que un vino base de una añada y una variedad concreta esté perfectamente balanceado en 

composición 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 aroma y 

calidad; para aumentar la calidad de los vinos individuales, y para la producción de suficiente 

vino base [6].  

Tiraje. Consiste en la adición a la mezcla de vinos base (cupaje) de los azúcares y 

levaduras necesarios para la segunda fermentación. Estos azúcares y levaduras se añaden 

mediante el ‘licor de tiraje’, que está compuesto de 500 g/L de azúcar, 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 sobrepresión 

en el producto final. La cantidad de dióxido de azufre no debería exceder de 25 mg/L, para 

no entorpecer la proliferación de levaduras. Después de la adición del licor de tiraje al vino 

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

una serie de características particulares [3]: 

- Facultad de fermentar a baja temperatura. 

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

- Resistencia al alcohol y al anhídrido sulfuroso. 

- Rendimiento alcohólico elevado. 

- Buen potencial aromático. 

- Agotamiento completo de azúcares. 

- Baja producción de acidez volátil. 

- Capacidad fermentativa a presión alta (5-6 atmósferas) y baja temperatura (12-14 ºC). 

- No productoras de SH2. 

Segunda fermentación y crianza biológica. Las botellas cerradas herméticamente se 

colocan dentro de las cavas en posición horizonal (rima), y comienza la segunda fermentación. 

Las condiciones dentro de la cava son controladas; la temperatura debe ser baja, entre 10 y 

15 ºC, para que la segunda fermentación 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 fermentación es variable, depende de 

la temperatura de las botellas y de la graduación alcohólica del vino. En términos generales 

oscila entre 1 y 3 meses, en los cuales se forma dióxido de carbono hasta una presión de 5 – 

6 bares y se aumenta el grado alcohólico del vino base en 1,5 grados. Después de acabada la 

segunda fermentación, las levaduras dejan de ser viables, pasando a denominarse “lías”. Los 

vinos se mantienen en posición horizontal, madurando en contacto con sus lías durante un 

tiempo determinado, nunca inferior a 9 meses. Esta maduración o crianza sur lie es 

fundamental para otorgar al vino espumoso sus características organolépticas propias; un 

envejecimiento sur lie más prologado está relacionado con una mejor calidad en el vino 

espumoso final [4].  
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Removido. Finalizada la fase de crianza biológica, las botellas se someten a la etapa 

del removido con el fin de separar completamente las lías de la pared de la botella y llevarlas 

a la punta para poder eliminarlas después en la fase de degüelle. 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 clásico) o 

automatizado, pero al final del mismo el vino espumoso ha de tener una gran limpidez. Las 

botellas en posición en punta pueden permanecer un día, un mes e incluso un año hasta el 

degüelle. Durante esta fase las botellas se adhieren al tapón y el buqué se afina.  

Degüelle. Esta operación elimina definitivamente las lías depositas en el cuello de la 

botella. Se procede a congelar el vino que contiene las lías en el cuello de la botella mediante 

inmersión en solución de etilenglicol al 45 % a una temperatura de -25 ºC durante 10 minutos. 

Posteriormente las botellas se colocan en posición vertical y se retiran el tapón corona y el 

obturador, de manera que la presión interna del vino espumoso expulse el depósito de lías 

junto con una pequeña parte del vino. 

 Dosificación del licor de expedición y acabado. A la salida del degüelle, todos los 

vinos espumosos elaborados mediante el método tradicional reciben la adición del licor de 

expedición, necesario para rellenar las pérdidas de vino que tuvieron lugar. De forma general, 

el licor de expedición suele estar formado por vino, SO2 y azúcares (excepto para la calidad 

brut nature). Con esta adición del licor de expedición se puede ajustar el contenido en 

azúcares de acuerdo a la legislación vigente (tabla 2-1). Una vez se ha adicionado el licor de 

expedición se tapa la botella con el tapón de corcho definitivo y se coloca un bozal de alambre 

que lleva una placa metálica.  

Las botellas se someten a agitación para homogeneizar el vino con el licor de 

expedición. Terminado todo el proceso, las botellas deben de permanecer en posición vertical, 

en locales acondicionados, durante 15 días como mínimo y a una temperatura de 10 ºC. En 

el momento de salir al mercado, se aconseja su consumo en un plazo corto, preferiblemente 

inferior a un año, tanto en los espumosos jóvenes como en los espumosos reserva.  
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EL CAVA 

En España el vino espumoso por excelencia es el Cava. La Denominación de Origen 

“Cava” incluye bodegas de diferentes regiones españolas, con gran predominio de Cataluña 

en cuanto a superficie cultivada y volumen de producción, donde la mayoría de las bodegas 

elaboradoras se sitúan en la región del Penedés. Fuera de Cataluña, la producción de Cava 

queda restringida a otras zonas vinícolas 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 producción entre las acogidas a la Denominación 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 región 

determinada”, y está protegido legalmente por el Reglamento de la Denominación “Cava” y 

de su Consejo Regulador (1991). Esta legislación delimita las zonas de producción de cava 

anteriormente descritas, autoriza el uso de unas variedades de uva determinadas y obliga a 

las bodegas a cumplir con una serie de parámetros de calidad concretos, tanto del vino base 

como del cava final producido. De esta manera, en el Reglamento de la Denominación “Cava” 

se especifican los siguientes parámetros analíticos para el cava: 

- Graduación alcohólica adquirida: mínima 10,8 % (v/v) y máxima 11,8 % (v/v) 

- Acidez total mínima (en ácido tartárico): 5,5 g/L 

- Extracto seco no reductor: mínimo 13 g/L y máximo 22 g/L 

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

- Anhídrido sulfuroso total: inferior a 160 mg/L 

- Cenizas: mínimo 0,70 g/L y máximo 2 g/L 

- pH: mínimo 2,8 y máximo 3,3 

- Sobrepresión mínima: 3,5 bares a 20 ºC. 

 



ANTECEDENTES BIBLIOGRÁFICOS 

13 

 

También se especifican los diferentes tipos de cava en función de su contenido en 

azúcares: 

Tipo 
Contenido en azúcares 

(g/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 según su contenido en azúcares. (*) Sin adición de azúcares 

Un parámetro de calidad muy importante de los vinos espumosos elaborados 

mediante el método tradicional es el tiempo que ha transcurrido desde el tiraje hasta el 

degüelle, donde estará incluido el tiempo que ha permanecido en envejecimiento sur lie el 

vino espumoso. Para la denominación “Cava”, ese tiempo es de 9 meses como mínimo, y para 

que el cava pueda tener la indicación de “Reserva”, al menos de 15 meses. 

La indicación de Cava “Gran Reserva” está restringida a los Cava del tipo Brut Nature, 

Extra Brut y Brut, con un tiempo mínimo transcurrido desde el tiraje hasta el degüelle de 30 

meses, y que se haya realizado en la misma bodega.  
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Figura 2-1. Elaboración de vino espumoso mediante el método tradicional. 

 

MÉTODO CHARMAT O GRANVÁS 

El método Charmat, granvás, cuvée close o método continuo (según el país productor), 

consiste básicamente en desarrollar la segunda fermentación y el envejecimiento sur lie del 

vino espumoso dentro de grandes recipientes isobáricos, con embotellado final a la presión 

alcanzada. Este sistema data de 1851, pero fue en 1907 cuando Jean-Eugène Charmat lo 
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perfeccionó, convirtiéndolo en verdaderamente funcional y de completa utilización industrial. 

Posteriormente ha sufrido varias modificaciones que lo han llevado a un nivel de alta 

perfección técnica.  

Con sus grandes depósitos presurizados e interconectados, el método Charmat 

presenta claras ventajas económicas frente al método tradicional: se pueden producir 

grandes volúmenes, no hay pérdidas de presión 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 fermentación. La segunda fermentación transcurre en autoclaves que 

pueden resistir presiones de más de 13 bares a 20 ºC [4]. El cupaje se añade al depósito 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 fermentación, tras lo cual se trasvasa a los autoclaves.  

La temperatura ideal para la segunda fermentación es de 12 – 13 ºC, ya que permite 

un perlaje más fino y duradero. Los tanques poseen agitadores y controladores de la 

temperatura que permiten que la fermentación transcurra más rápida y homogéneamente 

que en botella. Cuando se alcanzan las 4 atmósferas de presión deseadas, la temperatura del 

tanque se reduce a 8 ºC para detener la fermentación, dejando aproximadamente un 10 % 

de azúcares residuales. Una vez alcanzada la presión final, el tiempo mínimo que el autoclave 

debe de permanecer cerrado hasta que se embotella el vino es de 30 días (Charmat corto), 

aunque algunos pueden permanecer en contacto con las lías varios meses e incluso años 

(Charmat largo) [3].  

Transvase isobárico. La bajada de temperatura provoca que las lías se depositen en 

el fondo del autoclave por decantación. Las lías se separan del vino por trasvase a otro tanque 

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

aire comprimido o nitrógeno (el CO2 está prohibido).  

Estabilización del vino espumoso. Para inducir la estabilización tartárica se baja la 

temperatura del vino hasta –4 ºC durante 10 días. En este método también se adiciona licor 

de expedición para obtener diferentes vinos espumosos según su contenido en azúcares. 

Finalmente, se realiza una filtración esterilizante interponiendo un filtro en línea con la 

embotelladora.  

Embotellado isobárico. En primer lugar, la botella se llena con nitrógeno, y 

posteriormente se añade el vino a una temperatura entre 0 y 4 ºC, procurando que la pérdida 

de presión sea mínima. El tapón puede ser de corcho, generalmente de inferior calidad e 

incluso de aglomerado, de polietileno recubierto de corcho o de plástico. Estos vinos 

espumosos se pueden diferenciar por tener una circunferencia en la base del tapón.  
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Figura 2-2. Elaboración 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 últimas 

décadas, poniéndose especial atención en su protección frente al cáncer y las enfermedades 

cardiovasculares. Estos efectos beneficiosos del vino se relacionan con su alto contenido en 

fenoles, compuestos antioxidantes que han demostrado inhibir la agregación plaquetaria [7], 

prevenir la oxidación de las lipoproteínas 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 fenólicos son 

los principales agentes antioxidantes de los vinos espumosos, también pueden contener otras 

sustancias con propiedades antioxidantes, ya sean de origen natural (como el ácido 

ascórbico) o aditivos añadidos (como el SO2). Es importante tener en cuenta que los 

compuestos contenidos en el vino pueden tener respuestas diferentes a los reactivos 

específicos usados en los métodos de análisis de la actividad antioxidante, lo que hace 

necesario el uso de varios métodos para una determinación más completa de la actividad 

antioxidante.  

 Métodos para determinar la actividad antioxidante 

Un antioxidante biológico se define como “cualquier sustancia que, cuando se 

presenta a bajas concentraciones comparadas con el sustrato oxidable, significativamente 

previene o disminuye la oxidación de ese sustrato” [15]. Los antioxidantes pueden interferir 

con el proceso de oxidación, mediante reacción con radicales libres, quelando metales 

catalíticos y también por captación de oxígeno. 

Hay una gran variedad de métodos para evaluar la actividad antioxidante de los 

alimentos, pero, desafortunadamente, no hay ningún método estándar. Cada método está 

basado en unas reacciones y condiciones particulares y los antioxidantes se encuentran en la 
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mayoría de casos en unas matrices alimentarias complejas, influenciadas a su vez por las 

condiciones del ensayo. Además, 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 dependerán del método aplicado, las condiciones 

del ensayo y la matriz alimentaria, por lo que será necesario el uso de varios métodos de 

análisis de la actividad antioxidante que proporcionen una información diferente y 

complementaria.  

Dependiendo de los mecanismos de las reacciones implicadas, los métodos in vitro de 

análisis de la actividad antioxidante se clasifican generalmente en dos tipos: ensayos basados 

en reacciones de transferencia de átomos de hidrógeno (HAT) y ensayos basados en 

transferencia de electrones (ET) (tabla 2-2) [17]. La mayor parte de los ensayos HAT aplican 

un esquema de reacción competitiva; el antioxidante y el sustrato compiten por los radicales 

peroxilo térmicamente generados a través de la descomposición de compuestos azo. Entre 

estos ensayos se encuentran la inhibición de la autooxidación de la lipoproteína de baja 

densidad, capacidad de absorbancia de radical oxígeno (ORAC), parámetro antioxidante de 

atrapamiento de radical (TRAP), y ensayos de blanqueamiento de crocina. Los ensayos de ET 

miden básicamente la capacidad de un antioxidante en la reducción de un oxidante mediante 

una reacción 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 trólox (TEAC), el poder antioxidante de reducción de iones 

férricos (FRAP), el ensayo de potencial antioxidante total con complejo Cu(II) como 

antioxidante, y el método del 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Otros ensayos no clasificados 

como HAT o ET, se basan en la reacción con oxidantes biológicamente relevantes como el 

oxígeno singlete, el anión superóxido, peroxinitritos, y radical hidroxilo.  

Entre los métodos más utilizados para el análisis de la actividad antioxidante de vinos 

espumosos, se encuentran los métodos DPPH y FRAP por su aplicabilidad a pH ácidos (DPPH 

a pH 5,5 y FRAP a pH 3,5) [13]. Desde que Singleton y Rossi extendieron su uso [18]-[19], el 
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método de Folin-Ciocalteau se utiliza habitualmente para la determinación de fenoles totales 

en todos los tipos de vinos, incluidos los vinos espumosos. Considerando que el reactivo es 

inespecífico y también puede reducirse por otros componentes, realmente el método mide 

la capacidad reductora de la muestra [20].  

Métodos in vitro de análisis de la Actividad Antioxidante 

Ensayos de transferencia  ORAC (capacidad de absorbancia de radical oxígeno) 
de átomos de hidrógeno TRAP (parámetro antioxidante de atrapamiento de 

radical) 

  

 

Ensayo de blanqueamiento de Crocina 

Inhibición de la oxidación de ácido linoleico 

Inhibición de la oxidación de las LDL 

 
Ensayos de transferencia  TEAC (capacidad antioxidante de trólox) 

de electrones FRAP (poder antioxidante de reducción de iones férricos) 

  

 

DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) 

Capacidad de reducción de Cu (II) 

Folin-Ciocalteau (determinación de polifenoles totales) 

 
Otros ensayos TOSC (capacidad total secuestrante de radicales 

oxígeno) 
Reacción de inhibición de la reacción oscilante de Briggs 
Rauscher 

Quimioluminiscencia 

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

 Actividad antioxidante y contenido en compuestos fenólicos 

Los fenoles son una serie de compuestos de gran importancia en la química del vino. 

Por una parte contribuyen de manera decisiva en sus características sensoriales, 

particularmente color [21], astringencia y amargor [22], y por otra, como ya se indicó al 

comienzo del apartado, están 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 más grupos hidroxilo asociados (en la mayoría 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 fácilmente con radicales para 

formar un radical anión muy estable [23].  

 

Figura 2-3. Estructura química del fenilpropanoide y estructura básica 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 130 y 200 mg/L [12], [14], [24]. Los fenoles más abundantes, al igual que 

en el vino blanco, son los ésteres tartáricos del ácido hidroxicinámico (no flavonoides), 

especialmente los ácidos t-caftárico, c-coutárico, t-coutárico y ferúlico (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 más 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 fenólicos. No hay 

consenso de si la actividad antioxidante de los vinos está ligada a la concentración de 

polifenoles totales o de ciertos fenoles individuales [14]. Satué-Garcia [12] correlacionó la 

actividad de los vinos espumosos cava con su contenido en compuestos fenólicos totales pero 

también con el contenido en ácido cafeico, ácido coumárico, ácido protocatéquico y 
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quercetina-3-glucurónido.  Dichos autores concluyen además que los vinos espumosos cava 

testados a la misma concentración de fenoles totales que los vinos tintos tienen valores 

similares de capacidad antioxidante. 

 

Figura 2-4. Ácidos hidroxinámicos y sus derivados (hidroxicinamatos) más habituales en vinos 
espumosos. 

Jordão [14] investigó los contenidos de las diferentes fracciones de proantocianidinas 

(polímeros de catequina y epicatequina y sus ésteres de ácido gálico) y la actividad 

antioxidante de vinos espumosos portugueses (Denominación de Origen Bairrada) blancos y 

tintos. La capacidad antioxidante se correlacionó con todas las fracciones de 

proantocianidinas y con los polifenoles totales, obteniéndose correlaciones más altas para 

los vinos espumosos tintos.   

Algunos autores creen que la capacidad antioxidante no depende exclusivamente del 

contenido en compuestos fenólicos 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 único 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, 

relacionándose con la disminución 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 diminución con el tiempo fue mucho más acusada para los 

primeros.  

 

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

 Actividad antioxidante relacionada con otros compuestos 

A parte de los polifenoles, otras sustancias pueden actuar como antioxidantes en los 

vinos espumosos. Algunas de ellas están naturalmente presentes en la uva, otras provienen 

de la fermentación y envejecimiento en levaduras y otras son añadidas intencionadamente 
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como aditivos. El estudio de su actividad antioxidante está más ligado a su función 

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

El dióxido de azufre o sulfito se ha utilizado tradicionalmente para evitar el daño por 

oxidación de los vinos. En el caso de los vinos espumosos, el dióxido de azufre se añade en 

varias etapas de la vinificación: al mosto, al vino base y al licor de expedición. Según la 

legislación europea, no debe superar en el vino espumoso comercial la concentración de 235 

mg/L [32], y para el caso del cava, regulado por el Reglamento de la Denominación “Cava” y 

de su Consejo Regulador, la concentración máxima será de 160 mg/L. También la levadura S. 

cerevisiae puede sintetizar sulfito a partir de sulfato durante la fermentación alcohólica, 

normalmente en pequeñas 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 están presentes en estado libre y en estado combinado. En 

estado libre pueden estar como gas (SO2), ácido (H2SO3) bisulfito (HSO3) y sulfito (SO3
2-), y en 

estado combinado pueden formar parte de combinaciones inestables con polifenoles, 

azúcares o ácidos (éstas son reversibles y constituyen la reserva de sulfito libre cuando 

decaen sus valores), o de combinaciones estables con el acetaldehído, ácido pirúvico y ácido 

2-cetoglutárico. Las dos formas, libre y combinada, están en equilibrio, sobre el cual influye 

el pH y la temperatura; a mayor pH y temperatura mayor proporción de dióxido de azufre 

libre. La suma del dióxido de azufre libre y del combinado representa el dióxido de azufre 

total y las únicas formas con actividad antioxidante son el dióxido de azufre gas y bisulfito.  

El sulfito juega un papel importante como protector frente a la oxidación previniendo 

el pardeamiento del mosto mediante inactivación de enzimas [33], e inhibiendo reacciones 

de Maillard en el vino [27], [28].  Como antioxidante, actúa en presencia de metales 

reduciendo las quinonas formadas durante el proceso de oxidación a su forma fenólica, y 

reaccionando con peróxido de hidrógeno [36]. Aunque se ha pensado durante mucho tiempo 

que el dióxido de azufre reaccionaba directamente con oxígeno y de esta manera protegía a 

los constituyentes del vino de la oxidación [34], [35], se ha comprobado que el ratio de 

reacción es bajo y que probablemente no se dé en gran medida en el vino [36], [37]. 
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El ácido ascórbico es otro compuesto que se añade en algunas ocasiones a los vinos 

espumosos para protegerlos de la oxidación y así poder reducir el dióxido de azufre, cuyo uso 

presenta algunos inconvenientes para la salud y defectos aromáticos en el vino a dosis 

elevadas. Su utilización también está regulada por la legislación europea, estableciéndose un 

límite aplicable de uso de 250 mg/L [38]. Una pequeña cantidad de ácido ascórbico puede 

provenir del mosto, pero también la levadura puede sintetizar un estereoisómero durante la 

fermentación, el ácido D-eritroascórbico, con propiedades antioxidantes similares al ácido L-

ascórbico [39].  

El beneficio principal del ácido ascórbico es su capacidad para reaccionar con el 

oxígeno molecular antes de que éste reaccione y oxide los compuestos fenólicos [40]. 

Además, puede reducir los productos de oxidación de los polifenoles (orto-quinonas) a su 

estado original fenólico [41],  aunque se ha comprobado en estudios electroquímicos que 

este modo de acción es mínimo [42]. La oxidación del ácido ascórbico genera ácido 

dehidroascórbico y peróxido de hidrógeno. El ácido dehidroascórbico 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 

polímeros precursores de pardeamiento [43], [44]. El peróxido de hidrógeno puede oxidar 

otros sustratos del vino, especialmente polifenoles, por lo que es necesario su uso combinado 

con dióxido de azufre para que éste reaccione con el peróxido de hidrógeno formado. 

Existen varios productos enológicos derivados de levaduras que se han venido 

utilizando recientemente en la producción de vinos blancos y espumosos para mejorar su 

capacidad antioxidante y prevenir el pardeamiento. En general este tipo de preparaciones 

son ricas en glutatión, un tripéptido intracelular antioxidante de origen no proteico (L-γ-

glutamil-L-cisteinil glicina), presente naturalmente en uvas y mostos. En vinos, la 

concentración de glutatión puede ser muy variable, desde valores no detectables hasta 

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

La utilización de glutatión puro durante la vinificación no está permitida por la 

legislación actual, pero sí existen varias publicaciones científicas que han investigado los 
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efectos de su adición en vinos antes del embotellado. En algunos casos, el glutatión demostró 

reducir significativamente el pardeamiento durante el envejecimiento y proteger algunos 

aromas frente de la oxidación [49], [50], sin embargo, en otros casos no  limitó el 

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

El glutatión puede ser suplementado en el vino mediante el uso de derivados de 

levadura, cuyo uso está aprobado por la legislación actual (Reglamento CEE Nª 643/2006 de 

la Comisión). Aplicados en vinos blancos, los derivados de levadura protegen eficazmente del 

pardeamiento durante periodos de almacenamiento de ocho meses [53]. Rodríguez-Nogales 

[13] evaluó la actividad antioxidante in vitro de vinos espumosos elaborados con diferentes 

derivados enológicos de levadura: β-glucanasas, autolisado de levaduras, paredes de 

levaduras y manoproteínas. En todos los casos, los vinos producidos con derivados enológicos 

mostraron valores de actividad antioxidante significativamente superiores a los del vino 

control, siendo los valores más altos los correspondientes a los espumosos elaborados con 

manoproteínas. Se encontraron altas correlaciones entre la actividad antioxidante y el 

contenido en proteínas y carbohidratos. Estos resultados indican que las preparaciones de 

levadura pueden ser excelentes coadyuvantes para la producción de vinos espumosos de alto 

valor añadido. 

2.2 LEVADURAS Y LÍAS 

La fermentación alcohólica, la etapa crucial en la elaboración 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]. La razón de ello es su eficacia en metabolizar medios con alta concentración de azúcares 

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 Citología 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 diámetro mayor 

entre 5 y 10 μm y uno menor entre 1-3 y 1-7 μm. La compartimentalización subcelular de esta 

eucariota se presenta esquemáticamente en la figura 2-6. Los componentes 

macromoleculares de la levadura comprenden proteínas, glucoproteínas, polisacáridos, 

polifosfatos, lípidos y ácidos nucleicos [56].  

 Citoplasma y membrana 

El citoplasma de la levadura es un fluido coloidal y ácido (pH 5,25) que principalmente 

contiene iones, compuestos orgánicos de bajo y medio peso molecular y macromoléculas 

solubles (enzimas, factores, glucógeno, etc.). Como todas las células eucariotas, el citoplasma 

está organizado por un citoesqueleto interno constituido por proteínas que polimerizan en 

estructuras filamentosas. Se han encontrado tres tipos diferentes de filamentos: 

microfilamentos, microtúbulos y filamentos intermedios. Los microfilamentos son largos y 

flexibles polímeros de una única proteína, la actina, con diámetros entre 5 y 7 nm, situados 

como “parches” en la periferia celular y como cables a lo largo de la célula. Los microtúbulos 

son polímeros de tubulina de 25 nm de diámetro, que se extienden desde el exterior al 

interior del núcleo celular ya que intervienen en el movimiento de éste durante el ciclo celular. 

Finalmente, los filamentos intermedios son proteínas fibrosas de doble bucle de diversa 

longitud y de 10 nm de diámetro [57].  

El citoplasma celular está protegido por la envuelta celular, la cual está constituida 

por (de dentro hacia fuera): la membrana plasmática, el espacio periplasmático y la pared 

celular. En S. cerevisiae, la envuelta celular representa el 15 % del volumen total de la célula 

y controla sus propiedades osmóticas y de permeabilidad [58].  
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La membrana plasmática es un orgánulo altamente selectivo, formado principalmente 

por lípidos y proteínas (40 y 50 % respectivamente). Tiene un grosor aproximado de 7,5 nm, 

con algunas invaginaciones en el citosol. Como otras membranas, es una bicapa lipídica con 

proteínas insertadas o atravesando la bicapa como proteínas transmembrana con varias 

funciones. La composición lipídica comprende mayoritariamente fosfatidilcolina y 

fosfatidiletanolamina, con menor proporción de fosfatidilinositol, fosfatidilserina o 

fosfatidilglicerol. Los ácidos grasos son de composición variable, entre 14 y 24 átomos de 

carbono destacando los C16 y C18 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 proteínas son muy variadas y modifican su composición 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 síntesis de glucanos y quitina se lleva a 

cabo en la membrana donde se encuentran enzimas como la quitina sintasa y la β-1,3 

glucanasa. Finalmente, hay proteínas de la membrana que actúan como receptores, 

participando en la comunicación de la célula con su entorno. 

El espacio periplásmico es una región delgada (35-45 Å), externa a la membrana 

plasmática y asociada a la pared celular. Principalmente contiene enzimas extracelulares 

segregadas (manoproteínas) que son incapaces de permear la pared celular, y ejercen 

funciones esenciales hidrolizando sustancias que no atraviesan la membrana plasmática. Tal 

es el caso de la β-frutofuronidasa (invertasa) y la fosfatasa ácida, las cuales tienen un largo 

componente de manano similar en estructura a los mananos de la pared celular [59].  



ANTECEDENTES BIBLIOGRÁFICOS 

29 

 

 

Figura 2-6. Representación esquemática de la levadura S. cerevisiae y de su 
compartimentalización subcelular [60]. La envuelta celular, que comprende la pared celular, el espacio 
periplásmico y la membrana plasmática, rodea y protege el citoplasma celular. La organización 
estructural en el interior de la célula, que contiene los orgánulos celulares, se mantiene con el 
citoesqueleto.  
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 Pared celular. Composición y organización molecular 

La pared celular de S. cerevisiae es una estructura rígida que envuelve a la célula y que 

representa aproximadamente el 30 % de su peso seco (figura 2-6). Entre sus funciones 

principales están la estabilización de las condiciones osmóticas internas, la protección frente 

a estrés físico, el mantenimiento de la forma celular, y permitir interacciones de tipo 

molecular tales como la unión sexual, la floculación y el factor killer [61]. Tiene la capacidad 

de modificar su estructura y composición para responder a las necesidades del organismo y 

a factores de tipo ambiental [62].  

Está compuesta básicamente por polisacáridos (alrededor del 85 %) y proteínas 

(aproximadamente el 15 %) [63]. Análisis bioquímicos exhaustivos han indicado que los 

residuos de glucosa, N-acetilglucosamina y manosa representan el 80-90 %, 1-2 % y 10-20 % 

del total de polisacáridos, respectivamente. Estos residuos, junto a las proteínas, se organizan 

en los tres tipos principales de componentes de la pared: β-glucanos, manoproteínas y quitina. 

La parte interna de la pared de la célula está compuesta por cadenas de β-glucanos unidos 

entre sí por puentes de hidrógeno, donde se entrecruzan las manoproteínas, formando la 

capa más externa. La quitina, que representa porcentualmente una parte minoritaria, 

quedaría entre las fibras de glucano.  

Los β-glucanos son polímeros de glucosa unidos por enlaces β-1,3 y β-1,6, que 

representan entre el 40 y 60 % del peso seco de la pared (tabla 2-3). Se pueden dividir en tres 

categorías según su composición y estructura [35]: 

Glucano β-1,3 de tipo fibroso. Es altamente insoluble en agua, ácido acético y medio 

básico. Se encuentra poco ramificado, y cuando se presentan ramificaciones, se producen por 

enlaces β-1,6. En el microscopio electrónico se observa una estructura altamente fibrosa. 

Presenta conexiones con la quitina en sus extremos no reductores, con enlaces de tipo β-1,4, 

responsables de su estabilidad y de su insolubilidad en medio básico. Esta estructura sirve de 

esqueleto y asegura rigidez a la pared, ayudando a mantener su forma.  
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Glucano β-1,3 de tipo amorfo. También es insoluble en agua, pero puede solubilizarse 

en medio alcalino. Al igual que el fibroso, está poco ramificado y en el microscopio presenta 

un aspecto amorfo. Entre sus funciones estaría servir de reserva extraprotoplasmática, dar 

estabilidad a la célula y servir de sitio de anclaje a las manoproteínas. Ambos glucanos β-1,3 

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

Glucano β-1,6. De aspecto amorfo, es soluble en agua, está densamente ramificado y 

es más pequeño que los anteriores (150 unidades de glucosa/cadena). Estabiliza y conecta 

entre sí los elementos de la pared, formando uniones covalentes con el glucano β-1,3, quitina 

y con manoproteínas. Se obtiene a partir del glucano insoluble en medio básico, por 

extracción con ácido acético.  

Las manoproteínas, también llamadas Proteínas 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 más externa de la célula y que aparece más 

densa bajo el microscopio electrónico [64]. Se tratan de proteínas de diversas medidas (pesos 

moleculares entre 20 – 450 kDa), con un variado grado de glicosilación con manosa.  

Las cadenas de manosa se pueden unir a las proteínas mediante enlace N-glucosídico 

y/o O-glucosidíco. El enlace de tipo N-glucosídico se forma entre un dímero de N-

acetilglucosamina unido a un oligosacárido y un residuo de asparragina de la proteína, 

mientras que en el caso del enlace O-glucosídico son los grupos hidroxilo de los residuos de 

serina o treonina los que se unen a cadenas cortas de manosa [65].  Las cadenas polisacáridas 

de las proteínas N-glucosiladas son más largas y forman una estructura altamente ramificada 

que, junto con la presencia de puentes disulfuro entre las proteínas, 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-glucosídico, las cuales no son 

ramificadas y contienen la mayoría entre 4 o 5 residuos de manosa, son cortas en 

comparación con las N-glucosiladas. Sin embargo, el número de cadenas unidas por enlaces 

O-glucosídicos por proteína puede ser grande, por lo que la o-manosilación de las proteínas 

en S. cerevisiae es bastante significativa [67].   
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En Saccharomyces cerevisiae, al igual que en otras especies, la porción glucosídica de 

las manoproteínas no está compuesta exclusivamente por manosa y N-acetilglucosamina, 

sino también por oligosacáridos ácidos 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 manoproteínas pueden unirse de varias formas a los constituyentes de la pared. 

Aunque existen proteínas 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 proteínas según esta unión [62]:   

Proteínas de la pared GPI-dependientes. Se anclan mediante un remanente de 

glicosil-fosfatidil inositol (GPI) unido covalentemente al extremo carboxilo de la proteína. La 

estructura básica de este remanente está formada por etanolamina, fosfato y un tetrámero 

de manosa, aunque puede ser sustituido con etanolamina y grupos fosfato adicionales 

(estructura 5 del apartado B de la figura 2-7) [69]. Las proteínas de la pared GPI-dependientes 

pueden estar unidas indirectamente a β-1,3 glucanos o a la quitina mediante un residuo β-

1,6 glucano y el remanente GPI. En el genoma de S. cerevisiae entre 60 – 70 proteínas GPI 

han sido identificadas. Sobre 40 se destinan a la membrana plasmática, 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-glucosídicos con las cadenas de manosa.  

Las proteínas GPI pueden agruparse en diferentes clases teniendo en cuenta sus 

funciones. Muchas de ellas tienen una función 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 proteínas GPI contienen 

un dominio, que se expone en la superficie celular y que media en la adhesión celular o la 

formación del biofilm. En esta última categoría se encuentran las floculinas y aglutininas 

sexuales [70]. Las proteínas GPI pueden aislarse de las paredes específicamente mediante 
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rotura del enlace fosfodiéster del remanente de GPI con fluoruro de hidrógeno-piridina o 

fosfodiesterasa [61].  

Proteínas sensibles a medio alcalino. Están unidas directamente a β-1,3 glucanos a 

través de un enlace sensible a álcali. Dentro de este tipo de proteínas de pared se incluye la 

familia de las proteínas-pir (proteínas con repeticiones internas) [71]. En S. cerevisiae se han 

encontrado cuatro clases principales de proteínas pir, organizadas de manera similar, con un 

péptido señal N-terminal seguido de una región con 11 repeticiones ricas en serina y treonina, 

y un carboxilo terminal altamente conservado con cuatro residuos de cisteína. Mientras que 

las proteínas GPI-dependientes se encuentran en la zona más exterior de la pared, las 

proteínas-pir parecen estar distribuidas a través del esqueleto de β-1,3 glucanos, 

interconectando cadenas y contribuyendo a su rigidez [72]. Las proteínas-pir están enlazadas 

de forma múltiple con las cadenas de β-1,3 glucanos mediante un enlace éster entre un 

residuo de glutamina desaminada de la proteína y un grupo hidroxilo glucosídico (marcado 

como “X” en apartado A y estructura 4 del apartado B de la figura 2-7) [73]. Algunas proteínas 

GPI también tienen la estructura repetida pir, uniéndose a los β-1,3 glucanos mediante este 

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

A parte de las proteínas-pir, hay otro grupo de proteínas que también se extraen en 

medio básico suave. Estas proteínas carecen de las repeticiones internas características de 

las proteínas-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 polímeros 

lineales de N-acetilglucosamina unidos por enlaces de tipo β-1,4, que se concentra sobre todo 

en las cicatrices de gemación y en el septum durante la reproducción. En la pared celular, 

entre el 40 y 50 % de las cadenas de quitina están conectadas con los extremos no reductores 

de β-1,3 glucanos vía enlace β-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 polimerización medio (kDa) 

Manoproteínas 30 – 50 Altamente variable 
β-1,6 glucanos 5 – 10 150 
β-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. 

 

Figura 2-7. Representación de la superficie celular y sus componentes [75]. Disposición general 
de la superficie (A) y estructuras y enlaces básicos de glucanos y manoproteínas (B). Enlaces disulfuro 
(S); enlaces éster entre proteína y β-1,3 glucano (X).  
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2.2.2 Autolisis y envejecimiento sur lie 

La composición química de las levaduras cambia durante el envejecimiento de los 

vinos espumosos, etapa en la que tiene lugar el proceso de autólisis. El término “autolisis” 

literalmente significa “autodestrucción”; supone la destrucción de los componentes celulares 

por los propios enzimas y está asociada a la muerte celular. En el proceso de autólisis, el 

medio vino se enriquece en compuestos provenientes de la célula.  

 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 

lías. Se trata de un proceso lento e irreversible donde se hidrolizan los biopolímeros 

intracelulares por las endohidrolasas de la célula, formándose compuestos de bajo peso 

molecular [76]. La autolisis generalmente comienza al final de la fase de crecimiento 

estacionaria y normalmente está asociada a la muerte celular. Babayan [76] dividió el 

mecanismo de la autolisis en cuatro pasos: 

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

las vacuolas en el citoplasma. 

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

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

3. Después se hidrolizan los polímeros intracelulares, acumulándose los productos de 

esta hidrólisis en el espacio interno de la pared. 

4. Finalmente, los productos de la hidrólisis son cedidos al medio cuando sus masas 

moleculares son suficientemente pequeñas para atravesar los poros de la pared 

celular.  

Aunque este mecanismo es válido para la mayoría 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 producción de extracto de levaduras, enzimas, medios de 
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cultivo, etc. La autolisis en procesos industriales se induce mediante tratamientos físicos 

(aumento de temperatura, congelado y descongelado alternativo y presión osmótica), 

químicos (pH, detergentes, antibióticos), o biológicos (aireación y eliminación de nutrientes).  

El proceso autolítico industrial puede ser muy rápido, entre 48 y 72 horas, dependiendo del 

tratamiento. La autolisis natural, sin embargo, lleva mucho más tiempo. Esto es 

especialmente cierto en el caso de los vinos, en los cuales las condiciones de autolisis (pH 

entre 3 y 4, 15 ºC y la presencia de etanol), están lejos de las condiciones óptimas (45 ºC a pH 

5).  

CAMBIOS BIOQUÍMICOS DURANTE LA AUTOLISIS 

La autolisis en la producción de los vinos espumosos generalmente comienza entre el 

segundo y el cuarto mes después de la finalización de la segunda fermentación [77], [78]. Las 

proteasas son las primeras enzimas en actuar al comienzo de la autolisis y también las más 

estudiadas. Los estudios de Luton [79] sugirieron la proteasa A (Saccharopepsin P07267) 

como principal enzima implicada en la proteólisis durante la autolisis en vinos modelo, siendo 

responsable del 80 % del nitrógeno cedido, a pesar de la gran cantidad de enzimas 

proteolíticos presentes en la levadura. Posteriormente, Alexandre [80] demostró que en vino 

la actividad de la proteasa A aumentaba 6 veces después del agotamiento de azúcares, pero 

disminuía 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 sólo se ha 

detectado al comienzo del envejecimiento biológico en lías [81]. Probablemente, a parte de 

la proteasa A, otras proteasas ácidas que no se vean inhibidas por las condiciones de 

elaboración de los vinos también estén involucradas. En vinos espumosos, la actividad 

proteolítica es baja durante la fermentación y en los meses siguientes, mientras que, una vez 

superado este periodo (unos 9 meses), la actividad se incrementa drásticamente 

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

Las glucanasas también actúan durante la autolisis degradando la pared celular. Las 

β-glucanasas clasificadas en endo- y exoglucanasas, hidrolizan los enlaces β-O-glucosídicos 

de las cadenas de β-glucanos cediendo al vino glucosa, oligosacáridos y manoproteínas. 
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Stefenon [10] evaluó la actividad enzimática de  β-glucosidasa durante el envejecimiento sur 

lie de vinos espumosos, observando que ésta no cambiaba. No hay disponible más 

información ni de la cinética ni de la actividad de las β-glucanasas durante el proceso de 

autolisis en vino o de los parámetros enológicos que la afectan; la acción de estos enzimas se 

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

A parte de proteínas y glucanos, del mismo modo durante la autolisis se degradan 

ácidos nucleicos. El resultado de su hidrólisis son los mononucleótidos fosfato, 

oligonucleótidos, nucleósidos y bases, entre otros. Los estudios que han medido la 

degradación de los ácidos nucleicos en la levadura durante la autolisis se han realizado tanto 

en medios de cultivo [85], [86], como en condiciones enológicas [83]. En los estudios en 

medios de cultivo se encontró que el ADN era sólo parcialmente degradado, con unas 

disminuciones entre 35 y 55 %, mientras que el ARN lo era de manera mucho más extensa, 

con disminuciones superiores al 95 %. Tanto las enzimas involucradas en la degradación de 

los ácidos nucleicos como los productos de esta degradación, se vieron afectados por la 

temperatura y el pH. En condiciones enológicas, concretamente durante el envejecimiento 

de champagne, se han observado disminuciones mucho menores de los ácidos nucleicos, 

alrededor del 16 % del contenido, situándose estas diminuciones predominantemente 

durante los primeros 5 meses [83].   

Los lípidos son el último tipo de compuestos celulares que también se degradan 

durante la autolisis. Piton [87] analizó los cambios en la fracción lipídica de levaduras con 

diferentes tiempos de envejecimiento en Champagne: en el momento del tiraje, a las 6 

semanas y a los 19 años. En general, durante el envejecimiento se observó una disminución 

drástica en lípidos polares y una acumulación de lípidos neutros. Después de seis semanas de 

envejecimiento, los lípidos polares y los ácidos grasos libres disminuyeron en gran medida, 

mientras que los acilglicerolípidos (triacilgliceroles, diacilgliceroles y monoacilgliceroles) se 

incrementaron. Después de 19 años, se vio otra disminución de lípidos polares con una 

simultánea acumulación de ácidos grasos libres y una conversión de diacilgliceroles y 

monoacilgliceroles en triacilgliceroles, que se acumulan en grandes vesículas en el interior 
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celular. El contenido en lípidos 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 citoplasmática permaneció inalterada, esta disminución 

probablemente estuviese relacionada con la destrucción de membranas de orgánulos.  

CAMBIOS MORFOLÓGICOS 

Los cambios morfológicos generales que acontecen en la levadura durante la autolisis 

son una disminución del tamaño, una degradación de la pared celular y una pérdida de 

contenido citoplasmático [87]–[89]. Estos procesos van acompañados con una consiguiente 

disminución del peso seco de la célula [81].  

Los estudios de los cambios morfológicos de las levaduras durante la autolisis se han 

realizado tanto en medios artificiales, mediante autolisis inducida [76], [90], como en 

condiciones enológicas reales [87], [89]. La comparación de ambos tipos de estudios es difícil 

debido a las grandes diferencias entre las condiciones culturales y las de elaboración de vinos 

espumosos. A fin de correlacionar los periodos de incubación en medio artificial con los 

tiempos de envejecimiento sur lie, en el estudio de Martínez-Rodríguez [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 microscopía de rastreo y criofractura, 

se pudo observar que las levaduras envejecidas en condiciones enológicas conservaban 

mayor contenido citoplasmático 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 constató que los medios sintéticos difícilmente pueden igualar el ritmo 

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

La información más 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 



ANTECEDENTES BIBLIOGRÁFICOS 

39 

 

cambios que se producen en levaduras de Champagne mediante el uso de microscopía de 

transmisión. 

 Una vez se pudo considerar que ya no existían células viables (después de 6 semanas 

de la inoculación), las vesículas con lípidos aumentaron de tamaño, los orgánulos 

endomembranosos (retículo endoplasmático) 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 había comenzado la transformación 

de las paredes de levadura mediante la desaparición de la capa interna. Entre los 8 y los 11 

años, los mananos de la capa externa también fueron atacados. La degradación continuó muy 

lentamente hasta los 15 años, donde todavía se mantenía la estructura, pero altamente 

degradada. En el citoplasma, la doble membrana plasmática y las grandes vesículas lipídicas 

son las únicas estructuras que permanecieron después de 15 años.  

 

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

En el trabajo de Tudela [89] se estudiaron los cambios ultraestructurales y la 

degradación celular de levaduras envejecidas en tres series de vinos espumosos durante 4 

años mediante microscopía de transmisión electrónica. Después de 1 mes de fermentación 

en botella, las levaduras alcanzaron la fase estacionaria. Seguían siendo similares en 
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apariencia a las del cultivo inicial, aunque se observaron por primera vez evidencias de 

autofagia en las vesículas celulares. A los 9 meses en envejecimiento, la mayoría de las células 

ya estaban plasmolizadas, con la membrana plasmática separada de la pared. La técnica de 

enfriamiento a alta presión utilizada permitió observar que la capa interna de la pared celular 

consistía 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 apareció más difusa y la zona intermedia degradada, diferenciándose mucho menos 

entre sí. A partir de los 30 meses, las paredes consistían en una estructura enmarañada de 

fibras. También en este estudio las paredes de levadura mantuvieron su integridad durante 

los 4 años de envejecimiento de los vinos.  

La evolución de las paredes celulares fue globalmente más homogénea que los 

cambios en el contenido citoplasmático de las células con el mismo tiempo de envejecimiento, 

por lo que fue más difícil establecer una secuencia temporal en este caso. Después de 9 meses 

de envejecimiento, podían observarse profundas invaginaciones y algunas roturas en la 

membrana plasmática, aunque su ultraestructura se conservó a lo largo de los 4 años. Como 

en estudios anteriores, la autolisis se acompañó de grandes pérdidas y extensiva 

desorganización del citoplasma, encontrándose fragmentos de doble capa lipídica de 

membranas de orgánulos en el citoplasma (figura 2-10). La degradación del contenido interno 

de la célula fue un proceso que se extendió durante todo el envejecimiento, estando todavía 

incompleto después de 4 años, lo que coincidió 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. Códigos: oCW= pared celular externa; iCW=pared celular interna; PS=espacio 
periplasmático; FL=capa fibrosa; AM=matriz amorfa. Barras: 200 nm. [89].  

 

 

 

 

 



ANTECEDENTES BIBLIOGRÁFICOS 

42 

 

 

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. Códigos: CW= pared celular; PS=espacio periplasmático; 
CM=membrana citoplasmática; L=vesículas lipídicas; R=ribosomas; N=núcleo. Barras: (a) 200 nm, (b) 
1 μm, (c) 500 nm, (d) 200 nm, (e) 200 nm, (f) 1 μm, (g) 1 μm, (h) 100 nm [89].  
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 Productos de la autolisis cedidos al vino 

Después de la caída en la viabilidad celular, la autolisis de las levaduras implica que se 

cedan al medio vino productos de degradación provenientes de la célula. Estos compuestos 

son esencialmente compuestos nitrogenados como aminoácidos, oligopéptidos y 

polipéptidos, pero también polisacáridos, lípidos y ácidos nucleicos. La cesión de estos 

compuestos contribuye a las características organolépticas y físicoquímicas de los vinos 

espumosos. Los productos de la autolisis pueden ser de dos tipos: 1) los primarios de la 

autolisis, los cuales actúan 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 

proteínas y péptidos, y que éstos son hidrolizados extracelularmente para dar aminoácidos 

libres [91]–[93]. Moreno-Arribas [93] estudió la evolución 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 

concentración de aminoácidos libres. A partir de los 9 meses, su concentración aumentó.  

El contenido en péptidos fluctúa durante el envejecimiento, alcanzando un máximo 

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 tamaño a lo largo de éste [91]. Se ha demostrado 

que el origen de estos péptidos está en la levadura, existiendo una mayor presencia los 

aminoácidos treonina y serina en ellos, los cuales están envueltos en las uniones glicosídicas 

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

La evolución del contenido en proteínas durante la autolisis parece depender de la 

cepa de levadura. Leroy [83] comparó dos cepas diferentes de levadura y encontró que el 
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contenido en proteínas permanecía estable durante los primeros 9 meses de envejecimiento 

para una cepa, mientras que para otra el contenido en proteínas disminuía en gran medida 

desde el final de la segunda fermentación. Un estudio similar llevado a cabo por Nunez [94] 

mostró que los niveles de proteínas y polipéptidos se incrementaban durante los primeros 

tres meses y después disminuían, lo que se atribuyó a la actividad proteasa. El contenido en 

proteínas y péptidos se incrementó entonces de nuevo después de 6 meses. Por otra parte, 

los resultados de Todd  [78] mostraron que la concentración de proteínas era estable durante 

90 días después de la fermentación secundaria, y se incrementaba ligeramente después, 

entre el 8 y el 13 %.  

El enriquecimiento en compuestos nitrogenados es importante para que los vinos 

espumosos alcancen sus características particulares. De esta manera, el enriquecimiento en 

aminoácidos está relacionado con el potencial aromático, ya que algunos aminoácidos actúan 

de precursores de compuestos volátiles [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].  

POLISACÁRIDOS 

Los polisacáridos cedidos debido a la acción 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 hidrólisis previa, mientras que los glucanos se hidrolizan en 

cadenas cortas o monómeros [81].  

El análisis 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, 

Martínez-Lapuente [97] encontró que el contenido en manosa se incrementaba durante los 6 

primeros meses de envejecimiento en botella, mientras que el contenido en glucosa se 

incrementaba sólo entre el tercer y sexto mes. Este hecho puede ser debido a que las 
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manoproteínas están 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 polisacáridos ácidos y neutros a partir 

de los 15 meses de envejecimiento. Estas diferencias pueden ser debidas a fenómenos de 

precipitación de los polisacáridos con otros componentes del vino, formándose coloides 

inestables.  

Las manoproteínas y los peptidomananos tienen un efecto significativo en las 

cualidades sensoriales de los vinos espumosos, particularmente en el tamaño y persistencia 

de las burbujas [77]. Además, se ha visto que la cesión de manoproteínas tiene un efecto 

positivo en la estabilidad de los vinos.  

ÁCIDOS NUCLEICOS 

La hidrólisis de los ácidos nucleicos durante el envejecimiento en lías de los vinos 

espumosos ha sido menos investigada que la hidrólisis de las proteínas. Uno de los intereses 

de su estudio es que algunos nucleótidos actúan como potenciadores del sabor, en concreto 

los 5’-nucleótidos. Durante el envejecimiento del champagne, Leroy [83] reportó un 

incremento muy importante en la concentración total de ácidos nucleicos, lo cual se 

correlacionaba con la disminución de los mismos en la levadura durante el primer año de 

envejecimiento [83]. Las medidas de los ácidos nucleicos se realizaron mediante 

espectrofotometría, por lo que esos niveles totales deben de tomarse con precaución ya que 

los nucleótidos en el vino están presentes como mezclas complejas con ácidos orgánicos, 

compuestos fenólicos, péptidos, etc. [99]. Posteriormente, Aussenac [100] desarrolló un 

método para identificar y cuantificar inequívocamente mononucleótidos fosfato en vino 

espumoso. Mediante ese método, Charpentier [101] analizó los nucleótidos y nucleósidos 

cedidos durante el envejecimiento de champagne, observando que la concentración máxima 

de nucleótidos totales era muy baja, con un máximo de 3 mg/L en vinos envejecidos durante 
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9 años. En vinos jóvenes el nucleótido más importante fue el 5’-UMP, pero después de 2 años 

su concentración disminuyó y aumentó lentamente la de 5’-GMP.  

Recientemente, Tudela [102] ha reportado la evolución de los catabolitos del ARN 

durante el envejecimiento en lías de vinos espumosos cava. La uridina fue el nucleósido más 

abundante, y su contenido se incrementó con el envejecimiento. Las purinas parecen tener 

un origen fermentativo, siendo la xantina el más abundante. Comparando vinos cava 

envejecidos con lías y sin lías, se pudo comprobar que, en ausencia de lías, los catabolitos 

permanecían inalterables, enfatizando el importante papel de las lías en el envejecimiento 

de los vinos espumosos.  

LÍPIDOS 

Los lípidos 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 

fermentación y el envejecimiento en botella se incrementa el contenido lipídico [87], [103]. 

Se ha observado que durante la segunda fermentación 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 ácidos grasos libres [103]. Los estudios 

que se han hecho sobre la evolución de los lípidos durante la autolisis han sido en vino modelo 

y en condiciones aceleradoras [104]. Los niveles de triacilgliceroles, 1,3-diacilgliceroles, 2-

monoacilgliceroles, ácidos grasos libres y esteroles se incrementaron después de 2 días de 

autolisis, para disminuir después, probablemente debido a la acción de enzimas hidrolíticos. 

No se cedieron fosfolípidos al medio, lo cual está en concordancia con resultados anteriores 

[87], [90]. 

 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 últimos años 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 

aplicación en la elaboración de vinos, se ha tenido que desarrollar una tecnología específica 

para su obtención.  Los derivados de levadura para enología se obtienen de cepas de S. 

cerevisiae enológicas mediante procesos autolíticos, plasmolíticos o hidrolíticos, secándose 

posteriormente para dar las fórmulas comerciales. Algunos de ellos se han formulado 

específicamente para vinos espumosos. Estos productos se venden bajo diferentes nombres 

(paredes de levadura, estabilizador tartárico, potenciador del aroma, etc.), y su composición 

no se conoce siempre, siendo a veces mezcla de diferentes productos [105]. Sin embargo, 

pueden clasificarse en cuatro grupos [106]: 

LEVADURAS INACTIVAS OBTENIDAS MEDIANTE INACTIVACIÓN TÉRMICA 

Se utilizan como reserva de nutrientes para las levaduras, para reducir la astringencia 

mediante reacción con taninos, para mejorar el mouthfeel de los vinos, para estabilizar el 

color de vinos tintos y para prevenir la oxidación prematura de vinos blancos. Las levaduras 

inactivas ceden esteroles y polisacáridos específicos de la pared. 

AUTOLISADOS Y EXTRACTOS DE LEVADURA 

Los autolisados se obtienen por inactivación térmica y por un proceso de incubación, 

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 degradación del contenido 

citoplasmático. Los extractos y autolisados de levadura proporcionan nitrógeno, proteínas, 

aminoácidos y polisacáridos, acelerando la maduración de vinos espumosos y mejorando la 

calidad aromática y la efervescencia [107].  

MANOPROTEÍNAS DE LEVADURA  

Se extraen mediante tratamiento térmico o por tratamiento enzimático con β-1,3 

glucanasa o β-1,6 glucanasa. Se han descrito las siguientes funciones para las manoproteínas: 

reducción de la astringencia y el amargor [108]; potenciadores del aroma [109]; inhibidores 

de la cristalización de tartratos y estabilizadores de las proteínas del vino [110]. 



ANTECEDENTES BIBLIOGRÁFICOS 

48 

 

PAREDES DE LEVADURA 

Se trata del componente insoluble de la levadura formado por las paredes, sin el 

contenido citoplasmático. Constituye un potenciador de la calidad del vino similar a las 

manoproteínas, que puede eliminar compuestos indeseables del vino y que contribuye a la 

estabilidad tartárica y coloidal. 

2.2.3 Las lías como subproducto 

Las lías del vino son definidas por el reglamento EEC nº 337/79 como “el residuo 

formado en el fondo de los recipientes que contienen vino, después de la fermentación, 

durante el almacenamiento o después de tratamientos autorizados, así como el residuo 

obtenido después de la filtración o la centrifugación de este producto”.  

Pocos estudios han descrito la composición exacta de las levaduras el vino, que es muy 

variable dada la diversidad de vinos con sus respectivas levaduras y su diferente evolución 

con el tiempo. En términos generales, las lías contienen como promedio un 25 % de residuo 

seco, el cual se compone de [81]: 

- 25 a 35 % sales de ácido tartárico, 

- 35 a 45 % microorganismos (predominantemente levaduras), 

- 30 a 40 % de residuos orgánicos. 

Existen varias publicaciones donde se analizan lías y otros subproductos vinícolas 

desde un punto de vista agronómico. Bustamante [111] realizó un estudio sobre la 

composición de lías provenientes de 12 bodegas diferentes repartidas por todo el territorio 

español. Las principales características analíticas de las lías como residuo agronómico fueron 

unos valores de pH entre 3 y 7, una conductividad eléctrica entre 4 y 13,8 dS/m, una cantidad 

de materia orgánica entre 60 y 90 % (peso seco), y una cantidad de nitrógeno total entre 1,7 

y 6 % (en peso seco). En comparación con otros residuos vitivinícolas, Bustamante también 

encontró en lías altos valores de fósforo, cobre y potasio [111].  



ANTECEDENTES BIBLIOGRÁFICOS 

49 

 

La composición de las lías 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 vinificación y de los 

subproductos que se obtienen. La diferencia más importante reside en que en la vinificación 

en tinto se fermenta el mosto en contacto con hollejos y pepitas, mientras que en la 

vinificación en blanco el mosto se extrae y separa antes de la fermentación [112]. Esto implica 

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

Además del tipo de vinificación, la composición de las lías depende también en el 

número de decantaciones realizadas. Bustos [113] encontró que los contenidos en sólidos 

totales, cenizas, nitrógeno y carbono fueron generalmente mayores en las lías de primer 

decantado que en las de segundo, debido a que las primeras contienen más levaduras 

muertas y sólidos en suspensión (junto a otros microorganismos y materia orgánica). 

También encontró mayores concentraciones de metales (cobre, magnesio, hierro, 

manganeso, calcio, aluminio y zinc) en las lías de vinos tintos que en las obtenidas de vinos 

blancos, probablemente debido al contacto del mosto en fermentación con los hollejos de 

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

 

Figura 2-12. Imagen donde se muestran lías 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 indicó anteriormente, las lías también contienen compuestos fenólicos 

procedentes del vino. Hay pocas publicaciones en relación a este contenido ya que la mayoría 

se centran en los compuestos fenólicos que se pueden extraer de hollejos y pepitas de la 

vinificación [116]–[118], que se comercializan como nutraceúticos [119].  

Las lías 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 retención de derivados de flavanoles y de productos generados 

de la condensación fenólica y la oxidación de vinos blancos [120]. En el caso de los vinos tintos, 

las lías provenientes del envejecimiento retienen taninos condensados y antocianos [28], [29]. 

También los esteroles de membrana están relacionados con la habilidad de la levadura de 

absorber compuestos fenólicos, además de compuestos incoloros intermedios de reacciones 

de pardeamiento [121].  

Alonso [122] analizó el contenido en polifenoles de varios subproductos de la 

vinificación, entre ellos lías de vinos tintos y blancos. En la tabla 2-4 pueden verse los 

resultados para las diferentes variedades; las lías 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 lías obtenidas de la variedad Syrah 

destacan frente a las demás, tanto en contenido total como individual de polifenoles. Los 

hidroxicinámicos son el grupo de polifenoles que predominan en todas las variedades. Pérez-

Serradilla [123] también estudió el contenido en polifenoles de lías recuperadas de vinos 

Syrah, optimizando su extracción mediante microondas y su secado por spray-drying, a fin de 

minimizar la oxidación de compuestos fenólicos y mejorar el rendimiento del proceso. Se 

analizaron los fenoles más representativos en los subproductos de la uva, encontrándose 

como antociano más abundante el malvidín-3-glucósido, y destacando entre los flavonoles la 

miricetina, la quercetina y la quercetina-3-glucósido, 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 espectrofotometría son muy superiores 

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

filtraciones previas al análisis por HPLC [116].  

 Syrah Tempranillo C. Sauvignon Moscatel Palomino 

Polifenoles totales 2000 1000 750 900 200 

Tirosol    2,09  

Catequina 1,36     

Ácido vainíllico 2,93     

Ácido siríngico 3,22  1,47   

Isovainillina 1     

Ácido caftárico 6,23   0,95  

Ácido cis-coutárico    0,36  

Ácido trans-coutárico 1,93     

Ácido clorogénico 0,59    2,63 

Ácido cafeico 11,59   3,86  

Ácido cis-p-coumárico 0,38     

Siringaldeido 0,54 0,48    

Ácido trans-p-

coumárico 
2,87 0,3    

Ácido ferúlico 0,44 0,56 0,49   

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

 Concentración en el extracto seco 

Polifenoles totales 36,4a 

Antocianos  

Malvidín-3-glucósido 91b 

Cm-Mv3G 11729c 

Otros  

Miricetina 4292d 

Quercetina 13656b 

Quercetina-3-b-glucosido 8900b 

Ácido cafeico 663b 

Ácido p-Coumárico 2449b 

Total 4,18d 

Tabla 2-5. Resultados del análisis de extracto seco de levadura en polvo [123]. a mg GAE por 
100 mg de extracto de levadura en polvo. b µg del correspondiente estándar por gramo de extracto de 
levadura en polvo. c µg de Malvidín-3-glucósido por gramo de extracto de levadura en polvo. d mg de 
fenoles identificados por HPLC por 100 mg de extracto de levadura en polvo. 



ANTECEDENTES BIBLIOGRÁFICOS 

53 

 

2.2.4 Las lías como agente antioxidante 

Las lías pueden contener sustancias antioxidantes propias de la levadura, tanto en su 

citoplasma como en su pared. Además, también tienen la capacidad de retener algunos 

compuestos del vino con potencial antioxidante, principalmente polifenoles. Varios estudios 

han indicado que las lías durante el envejecimiento de los vinos espumosos protegen a estos 

del pardeamiento, proceso relacionado con la oxidación de ciertos componentes. Esto 

implica que las lías podrían actuar como antioxidantes durante este proceso.  

 Acción de enzimas y biomoléculas del citoplasma 

Las levaduras tienen toda una serie de elementos de defensa antioxidante, 

enzimáticos y no enzimáticos, que se encuentran en el citoplasma y cuya función es mantener 

la integridad de los componentes celulares frente al daño por radicales libres. Entre las 

enzimas antioxidantes más importantes se encuentra las catalasas, las superóxido dismutasas, 

y las peroxidasas [124]. Las catalasas reducen el peróxido de hidrógeno a agua y oxígeno 

molecular. Existen dos tipos: catalasa A, localizada en los peroxisomas, y catalasa T, localizada 

en el citoplasma. La levadura también tiene dos tipos de superóxido dismutasas (SOD): la 

MnSOD y la Cu/ZnSOD. Ambas se encuentran en el citoplasma y su función es 

desproporcionar el anión superóxido en peróxido de hidrógeno y oxígeno. Las peroxidasas 

principales son las glutatión peroxidasas, que catalizan la reducción de hidroperóxidos 

utilizando el glutatión, y la tioredoxina peroxidasas, algunas localizadas en los peroxisomas, 

que reducen peróxido de hidrógeno y peróxidos de alquilo [125].  

Las defensas antioxidantes no enzimáticas de la levadura a menudo consisten en 

pequeñas moléculas solubles en agua o en lípidos, que actúan neutralizando radicales libres. 

Entre los componentes no enzimáticos antioxidantes de la levadura tenemos los siguientes: 

GLUTATIÓN 

El glutatión (GSH) es un tripéptido formado por ácido glutámico, cisteína y glicina (γ-

L-glutamil-Lcistinilglicina). GSH reacciona por su grupo sulfidrilo con los oxidantes para 



ANTECEDENTES BIBLIOGRÁFICOS 

54 

 

producir glutatión reducido (GSSG). El glutatión es una sustancia antioxidante muy 

importante en las levaduras, representando alrededor del 1 % de su peso seco [126]. En S. 

cerevisiae, el glutatión también puede usarse como fuente de nitrógeno y azufre en 

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

FITOQUELATINAS 

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

de quelar iones metálicos. S. cerevisiae las sintetiza bajo exposición a metales pesados [128].  

POLIAMINAS 

Las poliaminas son derivados de aminoácidos también implicados en la protección de 

las levaduras frente al estrés oxidativo. Se ha encontrado que la espermina y la espermidina 

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

ÁCIDO ERITROASCÓRBICO 

Aunque bajo ciertas condiciones S. cerevisiae puede sintetizar ácido L-ascórbico, en 

condiciones normales sintetiza ácido eritroascórbico, con propiedades antioxidantes 

similares al anterior [39].  

PROTEÍNAS RICAS EN CISTEÍNA 

Hay varios tipos de proteínas ricas en cisteína en la levadura que pueden actuar como 

antioxidantes. Entre ellas tenemos las metalotioneínas, capaces de unirse a diferentes iones 

metálicos [130], la glutaredoxina, que actúa en combinación con la ribonucleótido reductasa 

[131], y la tioredoxina, que la utiliza como reductor la enzima tioredoxina peroxidasa y 

también la ribonucleótido reductasa.  

Santiago [124] examinó la actividad antioxidante de la fracción enzimática y no 

enzimática de un homogenado de S. cerevisiae. Algunos de los métodos utilizados fueron los 

habituales para alimentos: DPPH, radical hidroxilo y radical superóxido. 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 enzimáticos. Por lo tanto, estos componentes serían más 

determinantes en la actividad antioxidante de la levadura como aditivo antioxidante, 

mientras que en condiciones biológicas los enzimas también jugarían un papel muy 

importante.  

Las lías de segunda fermentación una vez que dejan de ser viables, podrían contener 

enzimas u otras sustancias en su citoplasma con potencial antioxidante. De esta manera, el 

papel protector de las lías podría venir en parte de estos componentes [132]. Para ello sería 

necesario que la parte intracelular entrara en contacto con la parte extracelular, pero como 

ya se indicó en el apartado anterior, la pared celular mantiene su integridad durante largos 

periodos de envejecimiento, limitando la salida de componentes. Serían necesarios nuevos 

estudios que determinasen la evolución de los componentes antioxidantes del citoplasma, 

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

 Acción de lípidos de membrana 

La composición de la membrana lipídica de S. cerevisiae es importante para conferir a 

la célula resistencia al estrés oxidativo, de manera que una cantidad mayor de ácidos grasos 

saturados protege mejor frente a la oxidación que altos niveles de ácidos grasos 

poliinsaturados.  

Las lías en el vino pueden ejercer una actividad antioxidante mediante el consumo de 

oxígeno disuelto [133]. El impacto de la membrana plasmática sobre este consumo fue 

estudiado por Salmon [134] en vino modelo. Las modificaciones de la membrana se evaluaron 

mediante la determinación de las especies reactivas de oxígeno (ROS), y por análisis 

indirectos de los cambios de la composición de la doble capa lipídica. Parece que los lípidos 

de membrana y los constituyentes de las lipoproteínas se alteran reaccionando con el oxígeno 

disuelto en el vino [134].  

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

merecen aclararse. En primer lugar, aunque existe correlación entre la aparición de ROS en 
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la célula y la desaparición de oxígeno disuelto en el vino, no tiene por qué ser un mecanismo 

único [132]. Otros elementos, constitucionales de la pared o absorbidos, como los polifenoles, 

podrían actuar también de antioxidantes superficiales. Por otra parte, los peróxidos 

generados durante la oxidación de los lípidos podrían oxidar a su vez a los componentes del 

vino, no actuando como antioxidantes propiamente dichos.  

 Acción de elementos constitucionales o absorbidos por la pared 

La pared de S. cerevisiae contiene elementos, como glucanos y manoproteínas, que 

pueden ejercer actividad antioxidante [135], [136]. Jaehring [136] llevó a cabo estudios donde 

se fraccionaban sistemáticamente las paredes celulares de levadura recuperada de la 

fabricación de cerveza mediante procedimientos enzimáticos y fisicoquímicos. Las fracciones 

proteínicas fueron las que claramente mostraban más capacidad antioxidante. 

Posteriormente, los mismo autores realizaron otro estudio [135] donde se evaluaba 

específicamente el papel antioxidante de los glucanos y cómo cambia según las condiciones 

de crecimiento del medio. De esta manera, se pudo observar la influencia del medio de cultivo 

en la composición 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 indicó en un apartado anterior. Los polifenoles son 

compuestos que han demostrado ser antioxidantes, por lo que, absorbidos en la superficie 

celular, modificarían su capacidad antioxidante.
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 

Experimenta despacio que tengo prisa. 

                                                                                             -Napoleón Bonaparte. Adaptación - 

3.1 VINOS ESPUMOSOS 

3.1.1 Diseño 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 partió de dos cupajes 

diferentes (A y B) de vinos blancos de las variedades de uva Macabeu, Xarel·lo y Parellada, 

que para el cava fueron embotellados después de la adición del licor de tiraje y para el 

Charmat fueron depositados en el autoclave, previa dosificación 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 lías fueron retiradas de los vinos mediante 

centrifugación a 1410xG y 4 ºC durante 15 minutos (Rotina 48CR), y los vinos fueron 

desgasificados mediante agitación constante durante 15 minutos y congelados 

inmediatamente hasta su análisis.  

Para el estudio de la evolución 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 lías y 24 

botellas, 12 de cada cupaje inicial A y B, en rima durante 17 meses (cava reserva), fueron 

sometidas a degüelle, adición de licor de expedición y cierre. Estas botellas se almacenaron a 



MATERIAL Y MÉTODOS 

58 

 

a temperatura constante de 14 ºC, abriéndose para la línea envejecida 9 meses tres botellas 

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

17 meses en lías: 0, 4, 12 y 30 meses. El vino elaborado según el método Charmat se envejeció 

durante 9 meses en rima, se eliminaron las lías mediante filtración y se embotellaron 30 

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

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

desgasificados mediante agitación constante durante 15 minutos y congelados 

inmediatamente hasta su análisis. 

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

84 muestras de vinos espumosos comerciales. 

 

Figura 3-1.  Esquema del muestreo aplicado a los vinos espumosos. 
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3.1.2 Técnicas analíticas aplicadas  

 Parámetros enológicos generales 

Los siguientes parámetros físico-químicos comunes en enología se determinaron en 

los vinos base y en los vinos espumosos en envejecimiento sur lie y comerciales a tiempo 0 

de acuerdo con los métodos oficiales de la Organización Internacional de la Viña y el Vino 

(OIV) [139]: azúcares totales, grado alcohólico, sobrepresión de CO2, acidez total, glicerol, y 

los ácidos cítrico, málico, láctico, glucónico y tartárico. Los análisis se realizaron en los 

laboratorios de la bodega proveedora de muestras, Freixenet S.A.  

 Determinación 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 fermentación, 

en los vinos espumosos los sulfitos presentes provienen, por una parte, del sulfitado realizado 

durante la elaboración del vino base, y por otra, de la adición de metabisulfito de potasio al 

licor de expedición a fin de evitar procesos oxidativos indeseables.  

Se analizó el sulfito libre y total de todos los vinos espumosos mediante el método de 

Ripper que basa en una valoración yodométrica directa (figura 3-2). Los análisis se realizaron 

por duplicado.  

Procedimiento: 

a) Dióxido de azufre libre.  En un matraz se introducen 50 mL de vino, 5 mL de 

ácido sulfúrico 1/3 (p/V) y 1 mL de solución de almidón al 2% (p/P). Se valora con 

solución de yodo 0,01M hasta coloración azul que persista durante 15 s.  

b) Dióxido de azufre total. En un Erlenmeyer se introducen 10 mL de hidróxido 

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 hidrólisis alcalina de los complejos entre el SO2 y algunos 

componentes del vino como el acetaldehído. Pasado este tiempo, se añaden 5 mL de 
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ácido sulfúrico, 1 mL de la solución de almidón al 2% y se valora rápidamente con la 

solución de yodo hasta la aparición de la coloración azul persistente (15 s).  

 

Figura 3-2. Reacción yodométrica de Ripper. 

 Determinación de polifenoles totales 

La determinación colorimétrica de Folin-Ciocalteau se basa en la reducción química 

del reactivo de Folin-Ciocalteau, una mezcla de óxidos de tungsteno y molibdeno. Los 

productos de la reducción de estos óxidos metálicos tienen un máximo de absorbancia a 765 

nm, con lo que la medida de la absorbancia a dicha longitud de onda está relacionada con los 

compuestos antioxidantes de la muestra. Singleton y Rossi [18] adaptaron este método para 

el análisis de polifenoles en vino, y la Organización Internacional de la Viña y del Vino (OIV) lo 

adoptó como método oficial de análisis de niveles de polifenoles totales en vino (OIV 

Compendium 1990).  

Procedimiento y cuantificación: para el análisis de los polifenoles totales por el 

método Folin-Ciocalteau se siguió la metodología propuesta por López-Tamames [140], que 

supone una ligera modificación del método oficial. En matraz de 25 ml se añadió 15 ml de 

agua ultrapura, 1 ml de muestra, 1 ml de reactivo de Folin-Ciocalteau (Panreac química S.A., 

Barcelona) y 3 ml de solución saturada de Na2CO3. Se agitó vigorosamente, se tapó y se dejó 

reaccionar durante 60 minutos. Después se enrasó con agua ultrapura y se midió la 

absorbancia a 765 nm con espectrofotómetro (Shimadzu® UV-3600, Duisburg, Germany). Se 

realizó una recta de calibrado con ácido gálico y los resultados se expresaron como mg 

equivalentes de ácido gálico/L (mg GAE/L). Todos los análisis se realizaron por triplicado. 

 Determinación de los hidroxicinamatos totales 

Los ácidos hidroxicinámicos y sus derivados (hidroxicinamatos) tienen una 

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

índice válido del contenido en hidroxicinamatos totales en vinos [142].  

Procedimiento y cuantificación. Los hidroxicinamatos totales se cuantificaron 

mediante medida de la absorbancia a 320 nm (espectrofotómetro Shimadzu® UV-3600, 

Duisburg, Germany), utilizando cubetas de cuarzo de 1mm de camino óptico, y como blanco 

agua destilada. Los resultados se expresaron como mg/L de ácido cafeico (mg caf/L). Todos 

los análisis fueron realizados por duplicado. 

 Determinación de flavanoles totales 

El ensayo de la vainillina es un método habitual para el análisis de los flavanoles 

totales. La vainillina (3-metoxi-4-hidroxibenzaldehído) en medio ácido reacciona con los 

flavanoles formando un cromóforo de color rojo que absorbe a 500 nm. La principal 

desventaja de este método consiste en que con el grado de polimerización de las 

proantocianidinas (polímeros de catequina) se reduce la capacidad de reaccionar con la 

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

Procedimiento y cuantificación. Los flavanoles totales se cuantificaron mediante el 

ensayo modificado de la vainillina descrito por Sun [144]. Brevemente; 1 mL de muestra se 

mezcló con 2,5 mL de disolución de vainillina en metanol al 1%, y con 2,5 mL de ácido sulfúrico 

4,5 M en metanol. Se agitó y se dejó reaccionar 15 minutos a 30 ºC. Finalmente, se midió la 

absorbancia a 500 nm en espectrofotómetro (Shimadzu® UV-3600, Duisburg, Germany). Se 

realizó una recta de calibrado con catequina y los resultados se expresaron como mg 

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

 Determinación de la actividad antioxidante  

MÉTODO FRAP 

El ensayo FRAP analiza la actividad antioxidante mediante la reducción del complejo 

de hierro (III) con tripiridil triazina (Fe(III)-TPTZ) a hierro (II) (Fe(II)-TPTZ), el cual tiene un 

intenso color azul y absorbe a 593 nm (figura 3-3). El método FRAP se basa en una reacción 
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redox en la cual un oxidante fácilmente reducible (el potencial redox de Fe (III) es 0,70 V en 

condiciones ácidas) se usa en exceso estequiométrico y los antioxidantes actúan 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 cuantificación. El ensayo FRAP se realizó de acuerdo a una 

modificación del método original de Benzie y Strain [145]. La disolución FRAP se preparó 

diariamente con 25 ml de tampón acetato (pH 3,6, 0,3 M), 2,5 mL de disolución de cloruro 

férrico hexahidratado (20 mM), y 2,5 mL de disolución TPTZ (10 mM en 40 mM de HCl). 

Después de un atemperado a 37ºC, 900 μL de disolución FRAP se mezcló con 30 μL de muestra 

diluida al 20% o patrón, y 90 μL de agua desionizada. Se dejó reaccionar a 37ºC y oscuridad 

durante 8 minutos, tras lo cual se midió su absorbancia a 593 nm (Shimadzu® UV-3600, 

Duisburg, Germany). Se realizaron curvas de calibrado con Trólox y los resultados se 

expresaron como µM equivalentes de Trólox. Los análisis se realizaron por triplicado.  

 

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

MÉTODO DPPH 

Es un método espectrofotométrico que se basa en la reacción con el radical DPPH• 

(1,1-difenil-2-picril-hidrazilo), el cual es un radical comercial estable con un color violeta 

intenso y un máximo 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 

DPPH2, que tiene una tonalidad ligera amarilla y no absorbe a 517 nm. La disminución de 

absorbancia es proporcional a la actividad antioxidante de la muestra.  

Procedimiento y cuantificación. Para el análisis de la actividad antioxidante mediante 

el método DPPH, se siguió la metodología propuesta por Brand-Williams [147]. Brevemente, 

20 µL de muestra de vino se mezcló con un volumen de disolución de DPPH 0,094 mM en 

metanol, hasta completar un volumen final de 1 mL. La mezcla se agitó, y se dejó reaccionar 

a temperatura ambiente en vial cerrado. Después de 30 minutos, se midió la absorbancia a 

517 nm (Shimadzu® UV-3600, Duisburg, Germany). Se realizaron curvas de calibrado con 

Trólox y los resultados se expresaron como µM equivalentes de Trólox. Los análisis se 

realizaron por triplicado.  

 

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

3.2 LÍAS  

3.2.1 Tipos de muestras 

El estudio de la composición y la actividad antioxidante se realizó con lías recuperadas 

de la elaboración de vinos espumosos: primera fermentación, segunda fermentación de cava 

y segunda fermentación de Charmat, y una preparación comercial de paredes que se utiliza 

en la elaboración de vinos espumosos por sus propiedades antioxidantes.  



MATERIAL Y MÉTODOS 

64 

 

Las lías recuperadas de la elaboración de vinos espumosos fueron obtenidas 

industrialmente de la empresa Freixenet S.A. Estas lías provenían de la levadura S.cerevisiae 

(cepa F11), perteneciente a la colección privada de la bodega. Las lías fueron filtradas a través 

de un tamiz de 100 μm de haz de luz, lavadas 5 veces en vino modelo (pH 3, 5 g/L de ácido 

tartárico y 12% etanol), y resuspendidas en vino modelo hasta una concentración aproximada 

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

La muestra de paredes de levadura seca inactiva (LSI) fue proporcionada por la 

empresa SEPSA Enartis (Vilafranca del Penedès, España). Se realizó una suspensión de estas 

cortezas a la misma concentración final que las muestras de lía (en base seca). De acuerdo 

con el fabricante, esta preparación está basada en cortezas de levadura ricas en 

manoproteínas y aminoácidos tiólicos. 

3.2.2 Tratamientos para la obtención de fracciones 

Se realizaron tres tratamientos diferentes para la obtención de fracciones: 1) una 

disrupción 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 separación de las 

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

 Disrupción celular 

Se realizó una disrupción mecánica de las muestras de lías y LSI con perlas de vidrio 

lavadas con ácido (diámetro 0,5 mm) en un molino de bolas Retsch Mixer MM 400 

(Düsseldorf, Alemania) (Figura 3-5). Las condiciones de disrupción fueron 30 minutos y 30 

Herzios de frecuencia. La pared celular de levadura fue separada por centrifugación (1410 G, 

4ºC,15 minutos) en una centrífuga 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 tomó una muestra de levadura entera (WY), levadura rota (DY), sobrenadante (Cyt) 

y de pared celular de levadura (YCW), y se conservó a 4 ºC para su posterior análisis. 
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Figura 3-5. Proceso de disrupción celular. 

 Fraccionamiento de la pared 

Después de la disrupción, las paredes fueron separadas en sus componentes por una 

combinación de alta temperatura y tratamiento enzimático según el método descrito por 

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

TRATAMIENTO CON CALOR  

Una porción de las paredes celulares lavadas de cada muestra fue suspendida en agua 

y ajustada a pH 7 con hidróxido sódico (30 % w/w) (volumen final 10 mL).  Las suspensiones 

se calentaron a 110 ºC en un termobloque Selecta (Abrera, España) durante 5 horas para 

extraer los componentes más solubles. Después, fueron centrifugadas (1410 G, 4ºC, 15 

minutos), obteniéndose unos sedimentos (Figura 3-6, sedimento 1) y unos sobrenadantes 

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

TRATAMIENTO CON PROTEASA  

Los sedimentos previamente obtenidos fueron suspendidos en agua hasta un 

volumen final de 10 mL y sometidos a un tratamiento con proteasa con el objetivo de extraer 

los péptidos y aminoácidos. Para ello, las suspensiones fueron calentadas hasta 45 ºC y el pH 

ajustado a 10,5 con hidróxido sódico (30% w/w), añadiéndose bajo agitación un volumen de 

7,5 µL 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 agitación continua, las suspensiones fueron 
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centrifugadas (1410 G, 4ºC, 15 min.), obteniéndose sedimentos (Figura 3-6, Sedimento 2) y 

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

TRATAMIENTO CON LIPASA 

Posteriormente los sedimentos fueron suspendidos en agua hasta un volumen final 

de 10 mL y tratados con 50 µL de Lipasa de Thermomyces lanuginosus [EC 3.1.1.3] (Sigma-

Aldrich, USA) durante 3 horas a 45 ºC y pH 10,5 para extraer los componentes lipídicos. 

Después, las suspensiones fueron centrifugadas, los sobrenadantes obtenidos (Figura 3-6, F3) 

congelados para su posterior análisis, y los sedimentos remanentes fueron suspendidos en 

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

 

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

 Obtención de manoproteínas 

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

fermentación y LSI para la obtención de manoproteínas: 
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EXTRACCIÓN EN CONDICIONES BÁSICAS SUAVES 

Se siguió la metodología propuesta por Yin [148]. Brevemente: se suspendieron 200 

mg de peso fresco de pared en NaOH 30 mM, y se enrasó hasta 5 mL finales. Se incubó 

durante 17 horas a 4 ºC y agitación constante, y finalmente se centrifugó (1410 G, 4ºC, 15 

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

EXTRACCIÓN CON Β-GLUCANASA  

Se siguió la metodología propuesta por Kipple [149] con ligeras modificaciones: se 

suspendieron 200 mg de peso fresco de pared en tampón de acetato de sodio (150 mM, pH 

6,5) que contenía 2 mg de β-glucanasa [EC 3.2.1.39] (Sigma-Aldrich), y se enrasó hasta 5 mL 

finales. Se incubó durante 17 horas a 37 ºC y agitación constante, y finalmente se centrifugó 

(1410 G, 4ºC, 15 minutos). Sobrendantes y precipitados se guardaron en congelador (- 20 ºC). 

3.2.3 Técnicas de microbiología aplicadas 

 Microscopía óptica confocal 

La microscopía óptica confocal es una técnica de visualización de células y objetos muy 

superior a la microscopía óptica convencional. En los microscopios ópticos convencionales, la 

luz es reflejada por todas las capas de la muestra, por lo que no se puede conseguir una 

representación nítida de un plano individual de interés. Por otra parte, existe dispersión de 

la luz, lo que reduce el contraste y la resolución. Un microscopio confocal utiliza dos 

diafragmas confocales (uno antes de la muestra y otro después) capaces de enfocar la 

iluminación en un único punto, eliminando el reflejo difuso y mejorando la calidad de la 

imagen [150]. Se utiliza un láser como fuente luminosa, y con él se va barriendo la muestra 

por todo su volumen, plano a plano, creando muchas imágenes 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 microscopía óptica 
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avanzada de los servicios científico-técnicos de la Universidad de Barcelona. Se usó láser de 

argón a 488 nm, y el detector 1 PMT de luz transmitida. Para efectuar el estudio de las 

muestras se trabajó con los objetivos de 40 x, 63 x y 100 x, y aceite de inmersión (n = 1.518). 

Se analizaron las muestras atendiendo a la reflexión de la luz emitida por las células y no se 

utilizaron, por tanto, marcadores fluorescentes.  

 Citometría de flujo 

La citometría de flujo es un método general para el análisis rápido de un gran número 

de células individualmente usando medidas de dispersión y fluorescencia. A diferencia de 

otras herramientas analíticas en las cuales los datos obtenidos son integrales, es decir, un 

único valor interpreta una población entera, la citometría de flujo permite obtener datos 

segregados que representan diferentes subpoblaciones.  

En la citometría de flujo las células pasan de una en una a través de un haz láser (o luz 

de lámpara de mercurio) que es ortogonal al flujo. Cuando este haz incide sobre la célula, se 

dispersa frontalmente (“forward-scattered”) o lateralmente (“sideways-scattered”). La 

dispersión frontal está relacionada con el tamaño celular y la dispersión lateral con las 

características del citoplasma [151]. El haz láser incidente también puede excitar una serie de 

fluorocromos presentes en las células. Las señales de luz dispersada y luz emitida por lo 

fluorocromos se recogen posteriormente por diferentes detectores. Las señales de dispersión 

y fluorescencia se pueden combinar de varias maneras para poder diferenciar entre 

subpoblaciones.  

Procedimiento. Se realizó una caracterización inicial de la disrupción de las muestras 

de lías de segunda fermentación de cava mediante un citómetro de flujo por impedancia 

Multisizer TM Coulter Counter (Beckman Coulter, Inc, Fullerton, CA), con 70 μm de apertura. 

Para ello, la muestra se diluyó en vino modelo hasta las siguientes concentraciones: 50, 150, 

350, 450 y 550 mg de lía húmeda/mL. Estas suspensiones fueron sometidas a diferentes 

tiempos de dirupción en molino de bolas (Retsch Mixer MM 400, Düsseldorf, Alemania): 0, 

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 disrupción se diluyeron apropiadamente en tampón fosfato 

salino y se midió en el citómetro Multisizer la distribución de tamaños de cada una de ellas 

por triplicado. El número de células/mL se estableció dividiendo el número de eventos por el 

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

El análisis poblacional de todas las muestras de lías y de levadura seca inactiva se llevó 

a cabo en un citómetro de flujo por fluorescencia Gallios (Coulter Corporation, Miami, 

Florida). Para ello, se realizaron las diluciones apropiadas de las muestras en tampón fosfato 

salino. Estas diluciones se marcaron con dos fluorocromos para ácidos nucleicos: SYTO 13, 

que 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 sólo puede atravesar las membranas si éstas están rotas; por lo tanto, 

el yoduro marcará sólo las células no viables. En 2 mL de muestra diluida se añadieron 2 μL 

de SYTO 13 de concentración 500 μg/mL, y 5 μL de yoduro de propidio de concentración 

1mg/mL.  

La fuente luminosa fue un láser de argón de 488 nm de 15 mW de potencia. Las 

medidas de dispersión de luz se utilizaron para seleccionar (realizar un “gattering”) la 

población de Saccharomyces cerevisiae, y las medidas de fluorescencia para diferenciar entre 

células viables o no de la población seleccionada. Antes de las medidas, el citómetro se calibró 

con perlas fluorescentes de 10 μm (Immunocheck, Epics Division). Estas perlas fueron 

también utilizadas para el contaje absoluto a una concentración de 105 partículas/mL.  

3.2.4 Técnicas analíticas aplicadas  

 Contenido en sólido o peso seco 

El peso seco es el concentrado de materia orgánica e inorgánica después de una 

evaporación del agua a 105 ºC. El peso seco de todas las suspensiones fue determinado de la 

siguiente manera: 1 mL de suspensión fue secado a 105 ºC 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 expresó como mg/L de suspensión. 

 Determinación del contenido en ácido tartárico 

El ácido tartárico es el más abundante y característico de los ácidos que se encuentran 

en la uva y, consecuentemente, en el mosto y el vino. Durante la elaboración del vino 

precipita principalmente como bitartrato de potasio y, en menor medida, como tartrato de 

calcio [152]. El método colorimétrico de Rebelein para el análisis de ácido tartárico en vino 

[153] se utiliza ampliamente en laboratorios porque permite el análisis simultáneo de 

numerosas muestras, a pesar de no ser el método oficial de la Oficina Internacional de la Viña 

y del Vino (OIV) [154]. Este método se basa en la determinación espectrofotométrica a la 

longitud de onda de 500 nm por formación de un complejo cromóforo amarillo-naranja, al 

reaccionar el ácido tartárico con metavanadato en medio ácido. 

Procedimiento y cuantificación. El contenido de ácido tartárico en las lías sin lavar y 

las lías lavadas fue analizado mediante el método de Rebelein modificado [153]. Para ello se 

tomaron alícuotas de 1 mL de cada una de las muestras y se liofilizaron (Telstar Cryodos, 

Spain). Una vez liofilizadas, se pesaron, se redisolvieron en HCl 0,1 N hasta un volumen final 

de 50 mL, se sonicaron durante 30 minutos y se filtraron a través de un filtro Whatman Nº2. 

Una alícuota de 100 µL de esta disolución se mezcló con 1mL de disolución I (30 % de ácido 

acético (v/v) y 1 mL de disolución II (85 mM metavanadato de amonio, 150 mM hidróxido 

sódico y 656 mM de acetato sódico). Después de 10 minutos a temperatura ambiente, se 

midió su absorbancia a 500 nm (Shimadzu® UV-3600, Duisburg, Germany). Se construyó una 

recta de calibrado con ácido tartárico, y los resultados fueron expresados como % (w/w) de 

ácido tartárico respecto al peso seco de las suspensiones.  

 Determinación de polifenoles individuales por HPLC 

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

de ultra eficacia (UHPLC), es una técnica instrumental muy utilizada en el análisis de alimentos, 
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y en particular, en el análisis de su contenido en polifenoles [155]. Consiste en la separación 

de compuestos según su afinidad a una fase móvil (eluente) o a una fase estacionaria 

(columna). Una vez separados, se lleva a cabo la detección y cuantificación de éstos mediante 

el uso de detectores. Existen diversos tipos de detectores, que se seleccionan dependiendo 

de las características del analito [156].  

Uno de los detectores más utilizados en análisis de rutina es el detector de foto-diode 

array (DAD o PDA), que se basa en la espectroscopia de absorción molecular, en la cual se 

mide la transmitancia o absorbancia a una determinada longitud de onda según 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 útil para identificar compuestos a partir de su espectro 

de absorción, o utilizado para cuantificar el contenido de un analito a partir de una recta de 

calibrado externa de patrón. La principal ventaja de la técnica de HPLC en el análisis de 

polifenoles es que puede proveer una rápida respuesta, ofreciendo a la vez alta sensibilidad 

y eficacia de separación en una matriz alimentaria muy compleja.  

Procedimiento y cuantificación  

1. Extracción de polifenoles: los polifenoles de las lías antes y después del 

acondicionamiento se extrajeron usando el método descrito por Mazauric y Salmon 

[29], con las siguientes modificaciones: 20 mg de lía liofilizada se añadió a 10 mL de 

una mezcla de metanol/agua/ácido trifluoroacético (80/20/0,05), y se colocó en un 

baño de ultrasonidos durante 30 minutos. Posteriormente, el sobrenadante se aisló 

mediante centrifugación (15 minutos, 2000G, 4 ºC). La extracción se realizó por 

duplicado en cada muestra. 

2. Condiciones cromatográficas: la determinación de los polifenoles se realizó por 

inyección directa del extracto metanólico previamente filtrado (filtro de nylon de 0,45 

μm Waters) en un cromatógrafo líquido 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 μm de tamaño de partícula. 
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El volumen de la muestra inyectada fue de 20 μl y el análisis fue llevado a cabo a 

temperatura ambiente. La fase móvil consistió en un eluente A, una disolución de 

ácido fórmico 0,5 % en agua, y un eluente B, una disolución de ácido fórmico 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 

identificación y cuantificación se realizó mediante patrón externo. Los resultados se 

expresaron en µg/mg de peso seco.  

 Determinación de polisacáridos totales 

El método del fenol-sulfúrico [157] es un método colorimétrico simple y rápido para 

determinar los carbohidratos totales de una muestra. El método detecta inespecíficamente 

toda clase de carbohidratos, incluyendo los mono-, di-, oligo- y polisacáridos. Los aminoácidos 

y proteínas presentan poca interferencia en el ensayo [158]. En este método el ácido sulfúrico 

concentrado reduce cualquier polisacárido, oligosacárido o disacárido a monosacárido. En 

presencia de ácido sulfúrico 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 cuantificación. Una alícuota de 0,5 mL de suspensión o sobrenadante 

fue mezclada con 0,5 mL de fenol al 5 % (w/w). Después se añadió 2,5 mL de ácido sulfúrico 

concentrado y se calentó a 30 ºC durante 30 minutos. Finalmente, las muestras fueron 

medidas a 490 nm (Shimadzu® UV-3600, Duisburg, Germany). Se realizó una recta estándar 

con galactosa, y los resultados fueron expresados como % (w/w) de polisacáridos. Los análisis 

fueron realizados por triplicado.  

 Determinación de proteína total 

El método de Bradford es uno de los ensayos de cuantificación de proteínas más 

utilizados en los laboratorios. Esta técnica es más simple y rápida, y está sujeta a menos 

interferencias por reactivos de uso común y componentes no proteicos, que el método de 

Lowry  [159]. El método se basa en la formación de un complejo entre el colorante, Azul de 
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Coomassie G, y las proteínas en disolución. El azul de Coomassie G puede existir en cuatro 

formas iónicas diferentes , tres de las cuales se encuentran al pH ácido del ensayo: catiónica 

(roja), neutra (verde) y aniónica (azul) [160]. Por su carga negativa, la forma iónica azul es la 

que se considera que forma el complejo con las proteínas mediante interacciones con las 

cadenas laterales de arginina y lisina. El complejo con la proteína muestra un cambio en el 

máximo de absorción desde 464 hasta 595 nm, de tal modo que el incremento en la 

absorbancia a 595 nm puede utilizarse para medir la concentración de proteínas. 

Procedimiento y cuantificación. Una alícuota de 50 µL de fracción líquida se añadió a 

1,5 mL de reactivo comercial Bradford (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). Después de 

10 minutos de reacción a temperatura ambiente, la absorbancia a 595 nm fue medida en 

espectrofotómetro (Shimadzu® UV-3600, Duisburg, Germany). Se realizó una recta de 

calibración estándar con albúmina de suero bovina (BSA). Los resultados fueron expresados 

como % (w/w) de proteína (BSA).  

Para las suspensiones (levaduras enteras, levaduras rotas, paredes de levadura y 

fracción F4), fue necesaria una extracción previa de las proteínas. Para ello, se añadió NaOH 

0,05 M a las suspensiones, y se calentó a 90 ºC durante 40 minutos [161]. Después se 

centrifugó, y la proteína en el sobrenadante fue determinada según el método de Bradford 

aplicado a las muestras líquidas. Los resultados fueron expresados como % (w/w) de proteína 

(BSA).  

 Determinación de aminoácidos libres y péptidos 

El método de la ninhidrina es un ensayo clásico introducido por Moore y Stein en 1948 

para la determinación cuantitativa de aminoácidos [162]. El método ha sido adaptado y 

ampliamente utilizado para el análisis 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 ácido (pH 3-4) a alta temperatura. El mecanismo de reacción más 

aceptado actualmente consiste en la formación de una base de Shiff entre la ninhidrina y el 
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aminoácido, la descarboxilación de esta base y la condensación con otra molécula de 

ninhidrina formándose el cromóforo Púrpura de Ruhemann [166]. 

DETERMINACIÓN DE AMINOÁCIDOS LIBRES  

El contenido en aminoácidos libres de las suspensiones y los sobrenadantes fue 

analizado mediante una modificación del método del Cd-ninhidrina [167]. Una alícuota de 1 

mL de reactivo de ninhidrina (en etanol: 50 mM ninhidrina, 5,5 mM CdCl2, 10% v/V de ácido 

acético) se añadió a 0,5 mL de muestra convenientemente diluida. La mezcla fue calentada 

durante 5 minutos a 84 ºC, después enfriada en un baño de agua y filtrada. Finalmente, se 

midió la absorbancia a 507 nm (Shimadzu® UV-3600, Duisburg, Germany). Se construyó una 

recta de calibrado con L-leucina y los resultados fueron expresados como % (w/w) de 

aminoácidos libres.  

DETERMINACIÓN DE PÉPTIDOS  

Se utilizó el método convencional de la ninhidrina para analizar el total de péptidos y 

aminoácidos libres [167]. El reactivo de ninhidrina se preparó diariamente de la siguiente 

manera: en un matraz aforado de 20 mL se mezclaron 200 mg de ninhidrina, 20 mg de SnCl2 

y 10 mL de 2-metoxietanol, y se enrasó con disolución tampón de acetato-citrato (pH 5, 0,5 

M ácido acético y 0,1 M ácido cítrico). La reacción se llevó a cabo mediante la adición de 0,4 

mL de reactivo de ninhidrina a 0,2 mL de muestra convenientemente diluida. La mezcla se 

calentó en baño de agua hirviendo durante 20 minutos. Después, los tubos se enfriaron en 

baño de hielo y se añadió 1 mL de diluyente (acetona/0,1 M Na3PO4/agua; 4:2:4). Se midió la 

absorbancia a 570 nm (Shimadzu® UV-3600, Duisburg, Germany), y se construyó 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 aminoácidos 

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

Los tioles reaccionan con 4-DTDP (4,4-ditiopiridina) formando el aducto tiólico 4-DTDP 

y el subproducto 4-TP (4-tiopiridona). La determinación espectrofotométrica de este 

subproducto indirectamente proporciona la cuantificación de los tioles. Debido a su pequeño 

tamaño, naturaleza anfifílica y a su ausencia de carga, el DTDP rápidamente reacciona con los 

sulfihidrilos de las proteínas [168].  

Procedimiento y cuantificación. Una alícuota de 300 µL de suspensión o fracción 

líquida se mezcló con 1,7 mL de tampón acetato (pH 4,5, 0,1 N, EDTA 0,2 mM). Se añadió 125 

µL de DTDP (4mM en 12 mM HCl), y después de 20 minutos de reacción a temperatura 

ambiente, se filtró a través de un filtro de 0,45 µm de tamaño de poro. La absorbancia de los 

filtrados se determinó a 324 nm (Shimadzu® UV-3600, Duisburg, Germany). Se construyeron 

rectas de calibración con glutatión como estándar, y los resultados fueron expresados 

como % de glutatión (w/w).  

 Determinación de glutatión oxidado y reducido 

El glutatión oxidado y reducido fue analizado enzimáticamente por triplicado 

mediante el ensayo colorimétrico comercial “Bioxytech GSH/GSSG-412” (Oxis International, 

Inc., Foster City, U.S.A.) según las instrucciones del fabricante. El método se basa en el ensayo 

de reductasa para la determinación de glutatión reducido descrita inicialmente por Tietze 

[169].  

En presencia de DTNB (ácido 5,5′-ditio-bis(2-nitrobenzoico)) y glutatión reductasa, la 

adición de NADPH a la mezcla de reacción inicia la progresiva reducción de GSSG a GSH, que 

reacciona con DTNB y forma el producto coloreado TNB (ácido 2-nitro-5-tiobenzoico). El 

cambio de absorbancia a 412 nm, después de 3 o 4 minutos, es proporcional al glutatión total 

presente. Para determinar el glutatión oxidado GSSG, se añade 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 rápidamente con el GSH presente y no inhibe la 

enzima Glutatión reductasa.  

 Determinación de la actividad antioxidante 

Los métodos aplicados para la determinación 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 

según la metodología propuesta por Serpen [170]. También se aplicó el método Folin-

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

MÉTODO FOLIN-CIOCALTEAU 

Una alícuota de 200 μL de cada muestra o fracción fue mezclada con 6 mL de agua 

desionizada en un matraz aforado de 10 mL. Después de añadir 400 μL de reactivo Folin-

Ciocalteau (Panreac, Barcelona) y 2,3 mL de disolución de carbonato de sodio (20 % w/w), se 

agitó y se enrasó con agua destilada. Los matraces aforados se incubaron a temperatura 

ambiente y en oscuridad durante 60 minutos, agitándose cada 10 minutos. Después se 

centrifugaron durante 2 minutos a 10000×g y 4 °C en centrífuga eppendorf 5804R. La 

absorbancia de los sobrenadantes se midió a 765 nm (Shimadzu® UV-3600, Duisburg, 

Germany). Se realizó una curva de calibrado con Trólox como estándar, y los resultados 

fueron expresados como mg equivalentes de Trólox/g peso seco (mg TEQ F-C/g DW). Los 

análisis se realizaron por triplicado.  

MÉTODO FRAP 

El ensayo FRAP aplicado a las muestras y sus fracciones envuelve los siguientes 

procedimientos: el reactivo FRAP se preparó diariamente mezclando 2,5 mL de disolución de 

TPTZ (2,5 mL, 10 mM en 40 mM HCl), 25 mL de tampón acetato (pH 3,6, 0,3 M), y 2,5 mL de 

FeCl3·H2O (20 mM). Después de su calentamiento a 37 ºC, 900 μL de reactivo FRAP se mezcló 

con 30 μL de muestra y 90 μL de H2O en un vial de reacción. Después de 4 minutos se agitó 

en vórtex, y a los 8 minutos totales de reacción a 37 ºC se centrifugó durante 2 minutos a 
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10000g y 4ºC en centrífuga eppendorf 5804R. La absorbancia de los sobrenadantes se midió 

a 593 nm frente a un blanco de vino modelo (Shimadzu® UV-3600, Duisburg, Germany). Se 

realizaron curvas de calibración usando Trólox como estándar y los resultados fueron 

expresados como mg Trólox equivalentes/g seco (mg TEQ/g DW). Los análisis se realizaron 

por triplicado.  

MÉTODO DPPH 

Brevemente, 300 µL de muestra convenientemente diluida se mezcló con un volumen 

de disolución de DPPH 0,094 mM en metanol hasta completar un volumen final de 2 mL. La 

mezcla se dejó reaccionar a temperatura ambiente en vial cerrado, y se agitó durante 1 

minuto a los 0, 15 y 25 minutos para facilitar la reacción superficial. Después de la 

centrifugación a 10000g y 4 ºC durante 2 minutos en centrífuga eppendorf 5804R, se midió 

la absorbancia a 517 nm (Shimadzu® UV-3600, Duisburg, Germany). Se realizaron curvas de 

calibrado con Trólox y los resultados se expresaron como mg Trólox equivalentes/g seco (mg 

TEQ/g DW). Los análisis se realizaron por triplicado. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Descubrir lo que está delante de nuestras narices requiere de una lucha constante. 

                                                                                                                                       -George Orwell– 

En primer lugar, se expondrán los resultados de evolución y actividad antioxidante de 

vinos espumosos, que constituye una evaluación indirecta del potencial antioxidante que las 

lías demuestran durante el proceso de envejecimiento sur lie. Posteriormente, se describirán 

las características morfológicas y poblacionales de las muestras de lías atendiendo a las 

imágenes obtenidas por microscopía confocal y a los resultados de citometría de flujo. Por 

último, se analizarán los resultados correspondientes a composición y actividad antioxidante 

de las muestras de lías y de sus fracciones obtenidas mediante los diferentes procesos de 

separación de sus componentes (disrupción, fraccionamiento de la pared y obtención de 

manoproteínas). Todos los apartados se han finalizado con unas conclusiones parciales, a 

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

4.1 COMPOSICIÓN Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE VINOS ESPUMOSOS 

Se analizó la composición y la actividad antioxidante de vinos espumosos industriales 

cava y Charmat con diferentes tiempos de envejecimiento sur lie (con lías) y diferentes 

tiempos de almacenamiento comercial en bodega (sin lías). Se compararon las evoluciones 

de las diferentes series a lo largo del tiempo para determinar el papel de las lías en la actividad 

antioxidante de los vinos espumosos.  
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4.1.1 Parámetros enológicos generales 

Para caracterizar enológicamente los vinos base y los vinos espumosos en los puntos 

iniciales de comparación, se analizaron parámetros enológicos generales como pH, grado 

alcohólico, 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 analíticos establecidos para vinos 

espumosos cava y Charmat (véase apartado 2.1.1 Elaboración de vinos espumosos). El ácido 

glucónico 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 anhídrido sulfuroso libre y total están por debajo de los límites 

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

realizaron buenas prácticas de fabricación de vinos.  

 A B 

pH 2,92 2,94 

Azúcares totales (g/L) 0,31 0,42 

Alcohol (% vol) 10,8 11 

Acidez titulable (g/L) 5,7 5,5 

Ácido cítrico (g/L) 0,17 0,19 

Ácido málico (g/L) 0,66 0,63 

Ácido láctico (g/L) 0,39 0,36 

Ácido tartárico (g/L) 3,96 3,54 

Ácido glucónico (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. Parámetros enológicos 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 comparación 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 excepción del contenido en azúcares 

totales. Estas diferencias se deben a la adición del licor de expedición después del degüelle, 

que se dosifica con la concentración adecuada de azúcares según 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 

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

Alcohol (% vol) 11,6 11,6 11,5 11,5 

Sobrepresión (bar) 7,1 7,1 6,1 6,2 

Acidez titulable (g/L) 3,7 3,6 3,5 3,4 

Tabla 4-2. Parámetros enológicos generales de los vinos espumosos sur lie a los 9 meses de 
envejecimiento según cupaje A y B. n=2. 

 

Cavas 
comerciales 

Cavas reserva 
comerciales 

Charmats 
comerciales 

 A B A B A B 

pH 3,02 3,03 2,98 2,98 3,03 3,03 

Azúcares 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 

Sobrepresión (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. Parámetros enológicos generales de los vinos espumosos comerciales (sin lías) a 
tiempo 0 según cupaje A y B. n=2. 
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4.1.2 Evolución del contenido en fenoles 

Los fenoles son los compuestos que más influencia tienen en la capacidad 

antioxidante de los vinos. Por ello, se analizaron los fenoles totales y los dos grupos de fenoles 

más abundantes en los vinos espumosos: los ácidos hidroxicinámicos y los flavanoles [12], 

[171]. Las tablas 4-4 y 4-5 muestran los valores medios de los fenoles totales, los ácidos 

hidroxicinámicos y los flavanoles totales de las muestras de vino en envejecimiento sur lie y 

comercial, respectivamente. Los subíndices indican diferencias significativas (p<0,05) entre 

valores promedio según tiempo de envejecimiento, después de un análisis de la varianza 

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

Se realizó un análisis 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 están influenciados por el tiempo y por 

el tipo de vino espumoso (p<0,05), y no hay interacción 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 disminución de los polifenoles totales en el primer mes puede ser debida a la 

absorción de polifenoles por parte de las lías [25]. Por otra parte, los polifenoles totales 

iniciales (punto 0, que corresponde a una semana de envejecimiento) de las series de 

Charmat son más 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 absorción en las paredes de las lías, 

ya que en el tiraje de los espumosos Charmat se añaden menor número de células de 

levadura y no se adiciona bentonita (clarificante). 

Los valores de ácidos hidroxicinámicos son diferentes según el cupaje, siendo 

superiores para el cupaje A (p<0,05). A lo largo el tiempo de envejecimiento, se observa un 

incremento de los ácidos hidroxicinámicos. Previamente, durante la rima de vinos cava, se 

había reportado una disminución de los ácidos hidroxicinámicos hasta el mes 12 de 

envejecimiento sur lie, para luego aumentar progresivamente y disminuir nuevamente a 

partir de los dos años de envejecimiento [25]. Este comportamiento se asoció a la absorción 
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inicial de polifenoles por parte de la levadura, que se liberan posteriormente para finalmente 

oxidarse. Otros estudios sobre evolución de fenoles durante el envejecimiento sur lie de 

espumosos tradicionales y Charmat, no encontraron cambios en los ácidos hidroxicinámicos 

totales [10]. Es posible que los cambios encontrados  se deban a reacciones de hidrólisis que 

aumentan el contenido en ácidos fenólicos 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 hidrólisis 

de las proantocianidinas y la aparición de flavanoles monómeros en los vinos mas que a un 

aumento de los flavanoles totales, ya que la reacción de la vainillina produce absorbancias 

más altas con la catequina monómera que con los polímeros 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 

totales 
 (mg GAE/L) 

   Hidroxicinamatos 
totales 

 (mg caf/L) 

Flavanoles totales  
(mg cat/L) 

Tipo Tiempo A B A B A B 

Cava 0 175,1a 174,9a 22,25ab 21,33abc 10,32a 11,71a 
 1 161,5ab 161,4a 21,48b 20,07b 18,03bc 13,68ab 
 3 155,3ab 164,4a 23,20bc 20,91ab 15,41b 17,32ab 
 6 155,0ab 161,5a 22,12ab 22,58bc 14,87ab 16,40ab 
 9 157,9ab 160,4a 23,62bc 22,67bc 16,42b 16,55ab 
 13 150,1b 161,3a 23,82c 21,79abc 15,04ab 19,62ab 
 17 160,0ab 161,7a 24,52c 22,85bc 22,00cd 16,46ab 
 21 161,9ab 155,5a 24,65c 21,22ab 19,49bcd 19,90b 

  30 160,8ab 168,1a 24,52c 23,68c 24,23d 20,45b 

Charmat 0 199,5a 193,8a 21,04a 21,15a 13,34a 16,37a 
 1 169,9b 176,2ab 22,05ab 22,25a 15,73abc 18,14a 
 3 169,6b 179,1ab 22,61ab 21,72a 15,28ab 17,75a 
 6 182,5ab 182,3ab 22,27ab 23,09a 15,70abc 15,56a 
 9 186,1ab 173,3b 24,10b 21,64a 15,77abc 16,78a 
 13 181,2ab 177,4ab 24,21b 23,09a 16,99bc 19,82a 

  17 182,2ab 183,0b 22,91ab 24,19a 18,73c 18,04a 

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 subíndices diferentes indican diferencias significativas según test de rangos 
múltiples entre diferentes tiempos de envejecimiento (p<0,05). 

Con los valores de polifenoles totales, ácidos hidroxicinámicos y flavanoles de las 

muestras de vinos espumosos comerciales (sin lías) y los factores tiempo, cupaje y tipo (cava, 

cava reserva y Charmat) se realizaron dos análisis de la varianza multifactorial diferentes. En 

el primer análisis 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 lías, 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, ácidos hidroxicinámicos 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 ácidos hidroxicinámicos y flavanoles. 
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En el segundo análisis 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 lías (9 meses), pero diferente ratio de contacto entre la lía y 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 sería un factor que tendría 

influencia en los valores de fenoles totales y los ácidos hidroxicinámicos (p<0,05). Los valores 

de fenoles totales y ácidos hidroxicinámicos del cava son superiores a los de Charmat.  

    
       Polifenoles 

totales 
 (mg GAE/L) 

   Hidroxicinamatos 
totales 

 (mg caf/L) 

Flavanoles 
totales  

(mg cat/L) 

Tipo Tiempo A B A B A B 

Cava 0 194,2a 191,4a 23,28ab 22,53a 9,12a 12,90a 

 4 162,8b 167,3b 21,48a 20,78a 9,54a 8,55a 

 8 174,6ab 175,8b 23,18ab 23,55a 10,80a 12,70a 

 12 182,6a 179,3ab 24,58ab 19,68a 9,84a 8,50a 

 21 194,9a 173,0b 25,43b 24,70a 11,76a 12,00a 

Cava 

reserva 

0 194,8a 192,3a 23,70a 23,65a 13,81ab 10,55a 

4 201,5a 189,1a 25,10ab 24,82ab 13,62ab 8,50ab 

12 176,8b 182,0a 24,68a 24,48ab 11,55a 9,15ab 

30 197,5a 184,6a 27,78b 26,23b 17,15b 7,65b 

Charmat 0 190,2a 157,5a 18,8ab 17,25a 11,75a 8,59a 

 4 177,9a 168,9a 18,03a 18,17a 12,15ab 11,00a 

 8 173,8a 168,7a 19,57ab 18,92a 13,25ab 9,70a 

 12 170,7a 163,9a 19,15ab 17,78a 13,95ab 10,50a 

 21 175,8a 162,9a 20,21b 18,93a 14,41b 12,00a 

Tabla 4-5. Valores medios de fenoles totales, ácidos hidroxicinámicos y flavanoles totales de 
los vinos espumosos cava y Charmat a diferentes tiempos de envejecimiento comercial (sin lías) (n=6 
para cada punto de muestreo). Los subíndices diferentes indican diferencias significativas según test 
de rangos múltiples entre diferentes tiempos de envejecimiento (p<0,05). 
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4.1.3 Evolución del sulfito libre y total 

El anhídrido sulfuroso es un aditivo antioxidante que se añade en varias etapas de la 

elaboración de vinos espumosos (véase apartado 2.1.1). Como compuesto antioxidante, es 

necesario analizarlo y tener en cuenta su concentración en estudios sobre capacidad 

antioxidante de vinos [173]. Se analizó el contenido en sulfito libre, el que está disponible 

para reaccionar y actúa 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 aldehídos (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 límite de cuantificación del método (6 mg/L). La actividad de 

las levaduras genera acetaldehído que se combina irreversiblemente con el sulfito libre, lo 

que puede ser la causa de tan bajos niveles en estas muestras [41]. En los vinos espumosos 

en envejecimiento comercial sólo 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 18a 17a 

 4 11b 10b 

Cava reserva 0 18a 15a 

4 7b 9b 

Charmat 0 18a 22a 

 4 7b 7b 

Tabla 4-6. Valores promedio de sulfito libre (mg/L) de los vinos espumosos en envejecimiento 
comercial (sin lías) (n=4). Los subíndices diferentes indican diferencias significativas según test de 
rangos múltiples entre diferentes tiempos de envejecimiento (p<0,05).  
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Las figuras 4-1 y 4-2 muestran la evolución del contenido en sulfito total de las 

muestras de vinos espumosos. Los valores iniciales son significativamente más bajos (p<0,05) 

en las muestras en envejecimiento sur lie respecto a las muestras comerciales, debido a que 

las segundas provienen de un degüelle en el que se ha añadido el licor de expedición que 

contiene sulfito. También existen diferencias en cuanto al cupaje; el cupaje A tiene valores 

más 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 contenía 

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

Tanto en envejecimiento en lías como comercial, a excepción 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 oxígeno 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 disminución 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 pequeñas comparadas con las que se ha encontrado en 

vinos blancos almacenados a 28 ºC, 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 estándar de los contenidos en sulfito total de los 
vinos espumosos en envejecimiento en lías (figura A: cava, figura B: Charmat); n=4. 
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Figuras 4-2. Valores promedio y desviaciones estándar del contenido en sulfito total de los 
vinos espumosos comerciales (sin lías) (figura C: cava envejecido 9 meses, figura D: cava reserva, figura 
E: Charmat); n=4. 
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4.1.4 Evolución 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 subíndices indican diferencias significativas (p<0,05) entre 

valores promedio según tiempo de envejecimiento después de la aplicación de un análisis de 

la varianza simple y un test de rangos múltiples. Los resultados de las actividades 

antioxidantes obtenidos mediante los dos métodos aplicados mostraron valores comparables 

y una correlación global significativa (coeficiente de correlación 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 % más en promedio).  

Se realizó un análisis multifactorial con los datos de actividades antioxidantes de los 

vinos espumosos en envejecimiento con lías (tabla 4-7) como variables dependientes, y como 

factores tiempo, cupaje y tipo de vino espumoso (cava o Charmat). Se observó interacción 

entre factores. El tipo de vino espumoso en elaboración es un parámetro 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 están de acuerdo con los obtenidos 

por Stefenon [10], que observa un descenso en la actividad antioxidante a lo largo del 

envejecimiento en lías de vinos cava y Charmat. El cupaje sería un factor que sí influirían 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 (µM TEQ) DPPH (µM TEQ) 

Tipo Tiempo A B A B 

cava 0 613,2ab 612,9a 191,3a 172,0a 

 
1 606,4ab 564,5b 177,8ab 165,5a 

 
3 610,9ab 615,6a 170,1ab 169,8a 

 
6 581,2a 597,9a 175,4ab 167,6a 

 
9 597,8ab 599,8a 181,0ab 167,2a 

 
13 628,5b 568,5b 187,1ab 169,6a 

 
17 629,8b 614,4a 183,5ab 169,3a 

 
21 629,2b 593,0ab 167,8b 166,4a 

 
30 589,4a 613,0a 183,4ab 177,5a 

Charmat 0 820,5ab 788,5a 190,6ab 225,9a 

 
1 772,1a 766,9ab 177,7a 210,4ab 

 
3 785,8a 750,3ab 198,4ab 212,7ab 

 
6 843,3ab 761,7ab 202,1ab 218,9ab 

 
9 869,0a 740,7b 222,6b 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 subíndices diferentes indican diferencias significativas según test de rangos 
múltiples en función 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 lías). Al igual que con los datos de 

polifenoles, también se realizaron dos análisis 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 observó interacción en ambos análisis 
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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 lías (envejecimiento sur lie), y vinos espumosos sin lías (envejecimiento 

comercial), se ha realizado de manera observacional y descriptiva. Como se indicó 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 ocurría durante la rima, donde se mantenían 

constantes a lo largo de todo el envejecimiento. Las disminuciones de sulfito total son 

pequeñas 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 (µM TEQ) DPPH (µM TEQ) 

Tipo Tiempo A B A B 

Cava  0 1071,0a 1027,8a 247,8a 237,0a 
 4 738,5d 918,7b 219,1b 209,0b 
 8 970,3b 954,7b 210,6b 216,0b 
 12 989,2ac 949,8b 212,1b 212,2b 
 21 974,8b 971,0ab 216,5b 201,7b 

Cava 
reserva 

0 998,3a 1176,0a 241,0a 235,3a 

4 918,0b 1017,5b 200,1b 213,5b 
 12 797,7c 1004,3b 185,4b 215,6b 
 30 771,7c 853,3c 172,5b 197,3b 

Charmat 0 971,2a 876,7a 230,4a 200,4a 
 4 800,8bc 789,7b 198,0b 182,1ab 
 8 787,7bc 715,0cd 208,0b 179,7ab 
 12 829,2b 746,7c 204,7b 168,3b 

  21 760,0c 693,8d 206,6b 167,6b 

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 lías) (n=6). Los 
subíndices diferentes indican diferencias significativas según test de rangos múltiples en función del 
tiempo de envejecimiento (p<0,05). 

Se realizaron correlaciones de Pearson entre los valores de actividad antioxidante y la 

composición de las muestras en envejecimiento sur lie y comercial (tabla 4-9). Sólo 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 ácidos hidroxicinámicos (FRAP) en el periodo 

comercial. Estas correlaciones fueron más pequeñas que las obtenidas por otros autores [12],  

aunque en otros casos no se encontró correlación significativa alguna [14].  
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FRAP 

(µM TEQ) 

DPPH 

(µM TEQ)  

Sur lie Fenoles totales 0,52 0,58 

n=96 Hidroxicinamatos - - 

  Flavanoles  - - 

Comercial  

(sin lías) 

n=84 

Fenoles totales 0,25 0,38 

Hidroxicinamatos 0,43 - 

Flavanoles  - - 

Tabla 4-9. Valores R2 de las correlaciones obtenidas entre la actividad antioxidante y el 
contenido en fenoles totales, ácidos hidroxicinámicos, y flavanoles totales, para los dos periodos de 
envejecimiento de las muestras de vino espumoso (p<0,05). 

4.1.5 Conclusiones del capítulo 

A diferencia de los vinos tranquilos, donde la capacidad antioxidante muestra una alta 

correlación con el contenido en fenoles [176], [177], en los vinos espumosos esta correlación 

es mucho menor. Esta menor correlación 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 cómputo 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 evolución.  

Los vinos espumosos se caracterizan por un envejecimiento biológico en sus propias 

lías, en el cual se produce el proceso de autolisis. Este proceso implica una cesión de 

compuestos de la lía 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 lías sobre la actividad antioxidante se produce, 

por lo tanto, en los espumosos con menor contacto con lías (Charmat), y en los vinos 

espumosos que han sufrido una oxidación mayor (reserva), es decir, en los vinos espumosos 

más desprotegidos. La presencia de las lías puede modular la actividad antioxidante de los 

vinos espumosos, dotándolos de compuestos que pueden ejercer un efecto protector sobre 

la actividad antioxidante durante el envejecimiento sur lie. 

4.2 CARACTERIZACIÓN MORFOLÓGICA Y POBLACIONAL 

4.2.1 Visualización por microscopía óptica confocal 

Las figuras 4-3, 4-4, 4-5 y 4-6 muestran imágenes de microscopía óptica confocal de 

contraste de fases representativas de las muestras de primera fermentación, segunda 

fermentación del cava, Charmat y Levaduras Secas Inactivas (LSI), respectivamente. Todas las 

muestras tienen tamaños similares, con 5 μm de diámetro largo y 3 μm de diámetro estrecho, 

y la forma ovoide típica de S. cerevisiae. La pared celular está íntegra.  

En las imágenes de primera fermentación del cava se puede observar que contienen 

residuos sólidos, que probablemente correspondan a cristales de bitartrato de potasio. Las 

lías de segunda fermentación del cava aparecen más 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 producción de estas muestras comerciales, el spray-drying.  
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Figura 4-3. Imágenes representativas (n=10) de microscopía óptica confocal de las lías de 
primera fermentación. 

 

Figura 4-4. Imágenes representativas (n=10) de microscopía óptica confocal de las lías de 
segunda fermentación. 
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Figura 4-5. Imágenes representativas (n=10) de microscopía óptica confocal de las lías de 
segunda fermentación del Charmat. 

 

Figura 4-6. Imágenes representativas (n=10) de microscopía óptica confocal de las muestras 
de Levaduras Secas Inactivas (LSI).  

4.2.2 Caracterización de las lías por citometría de flujo 

Saccharomyces cerevisiae ha sido la levadura más investigada mediante el uso de la 

citometría de flujo, haciéndose especial énfasis en su ciclo celular [151]. De este 

conocimiento científico se ha derivado la aplicación de la citometría de flujo a la 

monitorización, optimización 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 citómetros de flujo: Multisizer TM Coulter 

Counter (Beckman Coulter, Inc, Fullerton, CA), citómetro de medida por impedancia con el 

que se han analizado tamaños celulares, y Beckman Coulter Gallios (Beckman Coulter, Inc, 

Fullerton, CA), citómetro de medida por láser con el que se han determinado parámetros de 

dispersión y fluorescencia. La citometría de flujo se ha utilizado para la cuantificación de 

células, la determinación de los tamaños relativos y la granulosidad del citoplasma, y la 

caracterización de la disrupción celular de muestras de lías recuperadas de la elaboración de 

vinos espumosos y de una levadura seca inactiva comercial. Adicionalmente, las muestras se 

han marcado con dos tinciones fluorescentes de ácidos nucleicos (SYTO 13 y yoduro de 

propidio) para la cuantificación de la posible viabilidad celular.  

 Evaluación inicial de la ruptura celular 

El citómetro Multisizer TM Coulter Counter se utilizó en una fase inicial para evaluar 

el tiempo necesario de disrupción en molino de bolas a fin de conseguir una rotura máxima. 

Estas pruebas se realizaron sobre lía de segunda fermentación del cava. Las figuras 4-7 -  4-

11 muestran los histogramas de distribución de partículas por tamaño de las suspensiones de 

lías de segunda fermentación del cava sin lavar y lavadas, y de sus suspensiones después de 

la disrupción en molino; lías rotas, paredes y citoplasma. 

En las figuras 4-7 y 4-8 puede observarse que la distribución de tamaños de la 

suspensión de lías enteras se ajusta a una curva de Gauss, con un valor promedio de 4 μm. 

Esto indica que la población de células es bastante homogénea, aunque no es simétrica, 

porque hay un mayor número de partículas pequeñas. Después de lavar la suspensión (figura 

4-17), disminuyen estas partículas pequeñas.  

Las figuras 4-9, 4-10 y 4-11 muestran la distribución de tamaños después de la 

disrupción celular. La distribución de las lías rotas y las paredes es muy similar. Aunque el 

equipo no puede detectar tamaños inferiores a 2 μm, puede verse también aquí una curva 

gaussiana de distribución, con valores promedio inferiores a 3 μm y mayor número de 

partículas pequeñas. La distribución de tamaños en el citoplasma es mucho más amplia, con 
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predominio de partículas pequeñas, inferiores a 3 μm, pero también con partículas más 

grandes, alrededor de 7 μm. 

 

Figura 4-7. Histograma representativo (n=6) de la distribución de suspensión de lías brutas en 
vino modelo. 

 

 

Figura 4-8. Histograma representativo (n=6) de la distribución de partículas de la suspensión 
de lías netas en vino modelo. 
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Figura 4-9. Histograma representativo (n=6) de distribución de partículas de la suspensión de 
lías rotas en vino modelo. 

 

Figura 4-10. Histograma representativo (n=6) de distribución de partículas en la suspensión de 
paredes de levaduras en vino modelo.  
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Figura 4-11. Histograma representativo (n=6) de la distribución de partículas en el citoplasma. 

Para calcular el grado de disrupción celular, se tomaron los tamaños entre 3 y 5 μm 

como intervalo de células “enteras”, ya que por microscopía confocal se vio que eran los 

tamaños más habituales de las células. Para cuantificar el valor de partículas total, se tomó el 

intervalo entre 2 y 8 μm.  

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

% 𝐶𝐸 = (𝑛º 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑒𝑛𝑡𝑒𝑟𝑎𝑠
𝑛º 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎𝑠⁄ ) · 100 

El porcentaje de células rotas como:  

% 𝐶𝑅 = 100 − % 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑒𝑛𝑡𝑒𝑟𝑎𝑠 

Y finalmente, la ratio de rotura como: 

𝑅𝑅 = % 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑟𝑜𝑡𝑎𝑠
% 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑒𝑛𝑡𝑒𝑟𝑎𝑠⁄  

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

disrupción) fue del 71 %, con una desviación estándar del 3 %.  
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Para determinar la concentración y el tiempo adecuado de disrupción, se midieron y 

calcularon los porcentajes de rotura y el diámetro promedio de las curvas gaussianas a 

diferentes concentraciones de células en suspensión (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 (máxima frecuencia de vibración del instrumento).  

En las gráficas 4-12 y 4-13 se representan las ratios de rotura y los diámetros medios 

de las distribuciones de partículas según tiempo de disrupción, respectivamente.  
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Figura 4-12. Ratio de rotura según tiempo de disrupción en molino de bolas de las diferentes 
concentraciones de lías. Cada punto corresponde a 6 suspensiones (n=6). 
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Figura 4-13. Diámetro promedio de rotura según tiempo de disrupción en molino de bolas de 
las diferentes concentraciones de lías. 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 disrupción. Además, las diferentes concentraciones de suspensiones de lías se 

dividen en dos grupos: las de concentración más baja (50-250 mg/L), y las de concentración 

más alta (350-550 mg/L). Las concentraciones más bajas se rompen en mayor medida que las 

más altas. Dentro de este grupo, las concentraciones de 150 mg/mL y 250 mg/mL durante 40 

minutos de disrupción alcanzarían la rotura mayor.  

No obstante, se observó que este tiempo tan largo de dirupción en molino implicaba 

un aumento de la temperatura del vial donde estaba contenida la suspensión, por lo que se 

eligió un tiempo de disrupción de 30 minutos. Con este tiempo de tratamiento en molino, las 

suspensiones de 150 mg/mL son las que experimentan una disrupción mayor, pero se prefirió 

finalmente la concentración de 250 mg/mL porque se observó que era más adecuada para 

las determinaciones químicas posteriores.  
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Por lo tanto, las condiciones de disrupción que se aplicaron para el resto de muestras 

fueron una concentración de 250 mg/mL (en peso húmedo) y 30 minutos de disrupción en 

molino de bolas a 30 Hz. A esta suspensión inicial le corresponde una concentración de lías 

de segunda fermentación de cava de 1,4E+10 células enteras/g seco, que después de la 

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

 Señales de dispersión 

Las señales de dispersión se correlacionan con la naturaleza celular y las propiedades 

de refracción, como características superficiales y estructura interna. Las señales de 

dispersión son características de cada partícula, por lo que pueden utilizarse para distinguir 

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

El tamaño relativo de las muestras se ha estimado con los valores de dispersión frontal 

(“Forward-Scattered light”), y la granulosidad o complejidad del citoplasma con la dispersión 

lateral (“Sideways-Scattered light”). Estas señales de dispersión se han utilizado para 

cuantificar el número de células en las suspensiones mediante un gattering en el citograma 

de dispersión frontal (FS) vs. dispersión lateral (SS). El porcentaje de partículas de esta 

selección 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 dispersión obtenidos antes 

y después de la disrupción, y en las figuras 4-16 y 4-17 los histogramas de dispersión, 

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

Comparando las gráficas de dispersión antes de la disrupción (figura 4-14), se puede 

observar que la muestra más heterogénea y con más restos (celulares o de vino) es la de lías 

de primera fermentación. Tanto en los histogramas de dispersión frontal “FS” como de 

dispersión lateral “SS”, se advierte una población principal de células y una subpoblación, 

menos numerosa. Después de la disrupción, desaparece la población 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 fermentación, las lías de segunda fermentación también 

aparecen heterogéneas en los gráficos, con una zona pequeña de restos celulares que se 
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incrementa después de la disrupción. Como era esperable, las muestras más 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 sí, que no se observan en los histogramas de SS. Las de mayor tamaño 

relativo (mayor valor de FS) probablemente correspondan a células en diferentes estadios de 

gemación. Mientras que, en todas las muestras de lías la curva de gaussiana característica de 

las poblaciones microbianas desaparece, en las muestras comerciales (LSI) se hace más ancha 

y aparecen restos celulares. Esto indica que la disrupción ha sido extensa en las muestras de 

lías, pero mucho menor en las muestras de Levaduras Secas Inactivas (LSI). Este menor grado 

de disrupción bajo las mismas condiciones de ruptura del molino puede deberse no sólo a las 

propias características de estas paredes, sino también al hecho de que las células están 

aglomeradas, como pudo observarse en las imágenes de microscopía confocal.  
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Figura 4-14. Citogramas biparamétricos de las señales de dispersión de las muestras antes de 
la disrupción; (A) lías de primera fermentación del cava; (B) lías de segunda fermentación del cava, (C) 
lías de segunda fermentación del Charmat, y (D) Levaduras secas inactivas LSI, (unidades logarítmicas). 
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Figura 4-15. Citograma biparamétrico de las señales de dispersión de las muestras después de 
la disrupción; (A) lías de primera fermentación del cava; (B) lías de segunda fermentación del cava, (C) 
lías de segunda fermentación del Charmat, y (D) Levaduras secas inactivas LSI (unidades logarítmicas). 
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Figura 4-16. Histogramas de las señales de dispersión frontal (log FS vs. número de partículas) 
de las muestras antes (área roja) y después de la disrupción (área azul); (A) lías de primera 
fermentación del cava; (B) lías de segunda fermentación del cava, (C) lías de segunda fermentación 
del Charmat, y (D) Levaduras secas inactivas (LSI).  
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Figura 4-17. Histogramas de las señales de dispersión lateral (log SS vs. número de partículas) 
de las muestras antes (área roja) y después de la disrupción (área azul); (A) lías de primera 
fermentación del cava; (B) lías de segunda fermentación del cava, (C) lías de segunda fermentación 
del Charmat, y (D) Levaduras secas inactivas (LSI)  

Como se indicó anteriormente, el porcentaje de partículas obtenidos de los gattering 

realizados en los citogramas bidimensionales de dispersión (FS frente a SS; figura 4-14), se 

consideró como el porcentaje de células enteras (% CAD). El mismo gattering se realizó en los 

citogramas bidimensionales de dispersión de las muestras después de la disrupción (figura 4-

15), obteniéndose el porcentaje de células después de la disrupción (% CDD). Con estos datos, 

se hallaron los porcentajes de rotura promedios (% RP) según la fórmula: 
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% RP =
% CAD − % CDD

% CAD
· 100 

La tabla 4-10 muestra los valores medios y las desviaciones estándar de células por 

gramo de peso seco, el porcentaje de células antes de la disrupción, el porcentaje de células 

después de la disrupción y el porcentaje de ruptura celular de cada una de las muestras. Las 

muestras de primera fermentación son las que tienen el menor número de células por gramo 

seco, posiblemente porque contienen restos celulares y tartratos de la primera fermentación. 

A diferencia de éstas, las muestras de Charmat tienen el número de células por gramo seco 

más alto, probablemente porque estas muestras han sufrido una autolisis más corta (hay 

menos restos celulares), y además no contienen bentonitas. Como ya se podía ver en los 

histogramas de FS y SS, las células que han sufrido una extensión mayor de rotura son las de 

primera fermentación, 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 lías de segunda 

fermentación de cava con las obtenidas previamente con el citómetro Multisizer (1,48E+10 

células/g seco), se puede ver que el citómetro Gallios mide alrededor de un 20 % menos de 

células para la misma concentración inicial.  

Muestra Células/g DW % CAD % CDD % RP 

1ª Fermentación 1,67E+09a 56a 8a 86a 

2ª Fermentación 1,12E+10b 83b 29b 65b 

Charmat 2,76E+10c 96c 31b 68b 

Levaduras secas inactivas 2,30E+09a 93c 65c 30c 

Tabla 4-10 Número de células por gramo seco (DW), % de células antes de la disrupción (% 
CAD), % de células después de la disrupción (% CDD) y % de rotura promedio (% RP) de cada una de las 
muestras. Los subíndices indican diferencias significativas entre muestras según test de rangos 
múltiples (p<0,05).  
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 Señales de fluorescencia 

Las muestras se marcaron con dos fluorocromos para ácidos nucleicos: SYTO 13, 

permeable a la membrana plasmática, y yoduro de propidio, el cual sólo puede penetrar la 

célula si las membranas plasmáticas están rotas (tinción por exclusión). De esta manera, se 

pretende cuantificar entre células con membranas rotas (se marcan con ambos 

fluorocromos), y células con membranas intactas (sólo se marcan con SYTO 13) [179]. Las 

células con membranas intactas en principio podrían considerarse “viables”. La integridad de 

la membrana indica que la célula podría potencialmente generar gradientes y mostrar 

actividad metabólica, pero no garantiza la replicación [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 realizó el gattering inicial con los parámetros 

de dispersión. Al restringirse a esta zona donde están las células enteras, las señales de 

fluorescencia que se tienen en cuenta son las de los fluorocromos unidos a ácidos nucleicos 

dentro de las células. Los citogramas 4-18 y 4-19 se dividieron en cuatro partes según 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 

(tinción con SYTO 13) y altos de fluorescencia roja (tinción con yoduro de propidio); una 

proporción alta de células en esta zona indicaría una tinción 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 dañadas, y, por lo tanto, no viables. 

Las células de Q3 corresponderían a células que sólo se han teñido con SYTO 13, lo que implica 

que conservarían, en principio, la integridad de la membrana y serían “viables”. Finalmente, 

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

La gran mayoría de células enteras (>90%) de todas las muestras antes de la disrupción 

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 

fermentación, segunda fermentación del Charmat y LSI. Las de primera fermentación no han 
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sufrido un proceso autolítico, pero han permanecido en disoluciones con altas 

concentraciones de sales, principalmente tartratos, por lo que han sufrido daños. Las lías de 

segunda fermentación del Charmat proceden de un envejecimiento corto, inferior a 3 meses, 

pero al parecer suficiente para afectar a la membrana plasmática de las células. Finalmente, 

las muestras LSI también muestran la membrana comprometida, lo cual es debido al proceso 

de secado y conservación por spry-drying, en el cual se puede perder completamente la 

viabilidad celular [180].  

En los citogramas se puede ver que las lías de segunda fermentación contienen 

alrededor del 10 % de células “viables”. Estas muestras han sufrido un largo proceso autolítico, 

superior a 9 meses, lo que se sabe afecta en gran medida a la integridad de la membrana y a 

la viabilidad celular [89]. En este proceso, la pared celular se vuelve más fina pero mantiene 

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

Por otra parte, hay que considerar las características de los fluorocromos utilizados. 

Ambos se unen inespecíficamente a ADN y ARN, pero el yoduro, al no poder atravesar 

membranas, sólo se unirá a los ácidos nucleicos libres del citoplasma, y al ADN únicamente si 

la membrana que rodea al núcleo también está afectada. El SYTO 13 puede atravesar 

cualquier membrana celular, así que podrá marcar el ADN también. 

Aparte de la localización de ambos fluorocromos dentro de la célula, sus 

características de fluorescencia son muy diferentes. El SYTO 13 tiene valores de extinción 

molar (absortividad molar) muy altos, superiores a 50000 cm-1M-1, y valores de rendimiento 

cuántico de fluorescencia también relativamente altos; 0,4 para ADN y 0,4 para ARN [181]. El 

yoduro de propidio presenta unos valores de extinción molar y rendimiento cuántico 

relativamente bajos; 5900 cm-1M-1 y 0,09, respectivamente [182], [183]. La intensidad de 

fluorescencia es proporcional al producto del coeficiente de extinción y el rendimiento 

cuántico [184], lo que implica que el SYTO 13 es un fluorocromo mucho más sensible que el 

yoduro de propidio. Por lo tanto, las células con bajas concentraciones de ácidos nucleicos 

podrán marcarse con SYTO 13 pero no con yoduro de propidio, de manera que aparecerían 

en la zona Q3 del diagrama.  
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En los diagramas de fluorescencia después de la disrupción (figura 4-19), se puede 

observar que el porcentaje de células “viables” en la zona Q3 aumenta respecto a los valores 

antes de la disrupción en todas las muestras de lías. Este incremento no puede corresponder 

a unos porcentajes superiores de células viables puesto que se trata de la misma muestra. 

Durante la disrupción celular la pared celular sufre pequeñas roturas que no implican la 

pérdida de la forma oval pero sí de contenido citoplasmático [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 lías, células que no tienen suficiente contenido en ácidos 

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 lías de segunda fermentación del cava se deba a una menor concentración de ácidos 

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

4.2.3 Conclusiones del capítulo 

Se han visualizado por microscopía óptica confocal las muestras de lías de primera 

fermentación, segunda fermentación de cava, segunda fermentación de Charmat y Levadura 

Seca Comercial. Todas las muestras conservan la integridad de su pared celular. Sus tamaños 

se sitúan alrededor de 3 μm de diámetro menor y 5 μm de diámetro mayor. Las lías de 
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segunda fermentación de cava aparecen con más restos celulares que las de segunda 

fermentación del Charmat. 

Se han utilizado los parámetros de dispersión para conocer la distribución de 

partículas y células en las muestras de lías y Levaduras Secas Inactivas (LSI) por primera vez. 

Mediante estos parámetros se han aislado las células de levadura enteras de los restos 

celulares, y se han cuantificado. Con la cuantificación antes y después de la disrupción, se ha 

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

Las muestras de primera fermentación son las más heterogéneas y las que contienen 

menores cantidades de células por gramo seco, pero su disrupción ha sido extensiva. Las 

muestras de segunda fermentación del cava también presentan gran cantidad de restos 

celulares. Las muestras de segunda fermentación 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 LSI resisten las 

condiciones del molino.  

Para determinar la posible viabilidad celular, las muestran se han marcado por 

primera vez con dos fluorocromos para ácidos nucleicos con diferentes características. En lías 

de primera fermentación, lías de Charmat y LSI, prácticamente todas las células se han 

marcado con ambos fluorocromos, lo que es un indicio de que la gran mayoría de células 

tienen las membranas defectuosas. A pesar que son las muestras que han sufrido una 

autolisis más larga y además presentan gran cantidad de restos de paredes, las muestras de 

segunda fermentación del cava tenían alrededor del 10 % de células que podrían ser viables 

según este marcaje. Considerando que están más degradadas, es posible que estos resultados 

se deban a que su contenido en ácidos nucleicos sea menor, de manera que el fluorocromo 

menos sensible no pueda detectarse.  
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4.3 COMPOSICIÓN Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LAS LÍAS 

Se analizó la composición y la actividad antioxidante de las muestras enteras y de las 

fracciones que se obtienen después de la disrupción, con el objetivo de conocer la 

composición del interior (citoplasma) y de la parte más externa de la célula (pared celular), y 

relacionar estos valores con los de sus actividades antioxidantes correspondientes.  

4.3.1 Determinaciones básicas 

Como análisis básicos iniciales de las muestras de lías se determinaron el porcentaje 

de sólidos, el pH, y el porcentaje de ácido tartárico (tabla 4-11). Ya que el peso seco de las 

muestras depende del tiempo de decantación y este puede ser muy variable, el porcentaje 

de sólidos se determinó sobre las lías centrifugadas (1460g, 15 minutos, 4 ºC).  

  % sólidos pH % Ac. tartárico 

1ª fermentación 68a 3,3a 78a 

2ª fermentación 12b 3,1a 18b 

Lías de Charmat 29c 3,2a 5c 

Tabla 4-11. Porcentaje de sólidos, pH, y ácido tartárico de las muestras centrifugadas antes 
del lavado (n=3). Los subíndices indican diferencias significativas entre muestras según test de rangos 
múltiples (p<0,05). 

Como puede verse en la tabla anterior, todos los pH son ácidos, alrededor de 3, muy 

cercanos a los pH de los vinos espumosos. El porcentaje de sólidos es significativamente 

superior en las lías de primera fermentación (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 la imagen 4-20. Esta cantidad tan alta de tartratos hace de las lías de primera fermentación 

un buen material para su obtención.  

El porcentaje de sólidos es más del doble en las muestras de lías Charmat respecto a 

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

Charmat, como ya se comentó en el apartado de caracterización por citometría de flujo.  

 

Figura 4-20. Imagen de lías de primera fermentación del cava (A), de segunda fermentación 
del cava (B), y de segunda fermentación 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 lías sin lavar (ES), 

lavadas (WY), y las dos fracciones que se obtienen de la disrupción: paredes (CWY) y 

citoplasma (Cyt).  
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Muestra Fracción Ac. cafeico Ac. caftárico Ac. Cumárico Ac. ferúlico 

1ª fermentación ES 4,2a 42,9a 0,7 1,7a 

 WY 2,5b 8,6b nd 2,2b 

 CWY nd nd nd nd 

  Cyt 1,8b 7,1b nd nd 

2ª fermentación ES 8,7 349,2 10 4,2 

Charmat ES 15,6a 396a 3,8 nd 
 WY 1,3b 100,5b nd nd 
 CWY 0,9b 80c nd nd 

  Cyt nd 20,3d nd nd 

Tabla 4-12. Contenido en ácidos hidroxicinámicos y sus derivados de las lías en μg/g de peso 
seco. Códigos: ES=lía entera sucia; WY=lía entera limpia; CWY=paredes; Cyt=citoplasma; nd=no 
detectado (n=3). No se han detectado ácidos hidroxicinámicos ni sus derivados en las lías de segunda 
fermentación del cava después de la limpieza, ni en las fracciones de ésta. Los subíndices indican 
diferencias significativas entre fracciones de la misma muestra según test de rangos múltiples (p<0,05). 

Muestra Fracción Tirosol Ac. gálico Catequina Epicatequina 

1ª fermentación ES 15,4a 2 29,1a 11,2 
 WY 12,3b nd 9,8b nd 
 CWY nd nd nd nd 

  Cyt nd nd 8,5b nd 

2ª fermentación ES nd nd nd 72,5 

Charmat ES nd nd 50,3a 171,9a 

 WY nd nd 23,4b nd 
 CWY nd nd 21,5b 6,8b 

  Cyt nd nd nd nd 

Tabla 4-13. Contenido en fenoles individuales distintos de los hidroxicinamatos (μg/g de peso 
seco). Códigos: ES=lía entera sucia; WY=lía entera limpia; CWY=paredes; Cyt=citoplasma; nd=no 
detectado (n=3). No se han detectado estos fenoles en las lías de segunda fermentación del cava 
después de la limpieza, ni en las fracciones de ésta. Los subíndices indican diferencias significativas 
entre fracciones de la misma muestra según test de rangos múltiples (p<0,05). 

En general, los fenoles individuales más importantes en las lías sin lavar centrifugadas 

son el ácido caftárico, la catequina y la epicatequina, que son algunos de los fenoles más 

abundantes en vinos espumosos [12], [171]. Las lías de segunda fermentación contienen más 

concentración de fenoles, especialmente las lías del Charmat. Esto está relacionado con la 
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mayor concentración de células en estas muestras, ya que éstas son capaces de retener 

fenoles en su pared [12], [171]. En la bibliografía 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 ácido caftárico también puede 

retenerse, aunque en menor grado [120]. 

En lías provenientes de vino blanco se han encontrado los fenoles ácido caftárico (42-

47 μg/g de peso seco), ácido cis-coutárico (3-2 μg/g de peso seco), ácido trans-coutárico (2 

μg/g de peso seco) y ácido cafeico (14 μg/g de peso seco) [122]. Los rangos de 

concentraciones de fenoles analizados en las lías de primera fermentación están dentro de 

estos valores de la bibliografía. Ya que no existen datos de fenoles extraídos de lías de 

segunda fermentación, se pueden comparar con los valores de fenoles cuantificados en 

extractos metanólicos de bagazos de uva blanca (moscatel y palomino fino) [122]. Los valores 

de catequina están en el rango de estos extractos de bagazos, sin embargo, los valores de 

epicatequina y ácido caftárico son muy superiores; los extractos de lías contienen el doble de 

epicatequina y diez veces más ácido caftárico por gramo de peso seco. Estos resultados 

indican que las lías de segunda fermentación de vinos espumosos pueden ser una excelente 

fuente de compuestos fenólicos.  

Comparando los valores de lías sin lavar y lías lavadas, se puede ver que el proceso de 

limpieza ha sido adecuado, especialmente en el caso de las lías de segunda fermentación 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 están más degradadas que en 

las lías de Charmat, y ceden más fácilmente los fenoles absorbidos. Los valores de fenoles 

totales para las lías 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 polisacáridos, proteínas y tioles 

La tabla 4-14 muestra los porcentajes en polisacáridos totales, proteína, péptidos y 

aminoácidos libres de las muestras enteras y sus fracciones (pared y citoplasma). Se han 

realizado análisis de la varianza (ANOVA) simples con los datos de polisacáridos, proteínas, 

péptidos y aminoácidos como variables dependientes y como factor la fracción dentro de 

cada muestra (p<0,05). Mediante un test de rangos múltiples se han identificado las 

diferencias entre muestras. Adicionalmente, para comparar entre muestras, también se 

realizó un ANOVA simple con los datos de las muestras antes de la disrupción (WY) y como 

factor el tipo de muestra (primera fermentación, segunda fermentación del cava, segunda 

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

Muestra Fracción % Polisacáridos % Proteína % Péptidos % Aminoácidos 

1ª fermentación WY 13,4a 2,7a - 0,02a 
 CWY 10,9b 2,7a - 0,01b 
 Cyt 2,1c 0,1b - 0,01b 

2ª fermentación WY 72,3a 8,5a - 0,05a 
 CWY 74,5a 8,7a - 0,08b 
 Cyt 0,5b 0,4b - 0,01c 

Charmat WY 70,7a 15,5a - 0,05a 
 CWY 67,8a 15,0a - 0,05a 
 Cyt 8,1b 0,7b - 0,01b 

Levaduras secas 

activas 

WY 56,6a 21,2a 3,40a 5,76a 

CWY 46,9b 15,5b - 0,11b 

Cyt 9,9c 2,7c 3,32a 5,42a 

Tabla 4-14. Porcentajes en polisacáridos totales, proteína, péptidos y aminoácidos libres de 
las muestras enteras y sus fracciones (valores referidos al peso seco de levadura entera; n=3). Códigos: 
WY=lía entera; CWY=paredes; Cyt=citoplasma. Los subíndices indican diferencias significativas entre 
fracciones de la misma muestra según test de rangos múltiples (p<0,05). 

Las lías de primera fermentación son las que contienen menos polisacáridos totales 

porque su contenido en células es mucho menor. El porcentaje de polisacáridos totales en la 

lía entera de segunda fermentación del cava es prácticamente igual que en la pared, lo que 

es un indicio de que la lía está compuesta principalmente de esta fracción. En el caso de las 
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lías de Charmat, el citoplasma tiene un contenido en polisacáridos no despreciable 

comparado con el de las lías del cava; esto puede ser debido al menor periodo de autolisis 

que ha sufrido, por lo que el citoplasma está menos “vacío”.  

Hay diferencias significativas (p<0,05) entre los contenidos en proteína soluble de las 

diferentes muestras antes de la disrupción. Teniendo en cuenta que las proteínas provienen 

principalmente de las células y sus restos, estas diferencias en las muestras de lías se deben 

de nuevo a los contenidos celulares. Las LSI tienen un porcentaje de proteínas muy superior 

al de las lías, lo que está relacionado con su alto contenido en manoproteínas, según 

información comercial. No hay diferencias significativas entre los porcentajes de proteínas de 

lías 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 aminoácidos libres son muy bajos en 

todas las muestras de lías y sus fracciones. En algunos casos las paredes contienen igual 

porcentaje o incluso más que las lías enteras, como en las lías de segunda fermentación del 

cava. En la cuantificación de los aminoácidos libres se utiliza el método de Cd-ninhidrina 

modificado, donde reaccionan fundamentalmente los aminoácidos libres pero, en pequeña 

medida, sigue existiendo reacción de ciertos péptidos [167], por lo que es posible que en 

estos casos estén reaccionando péptidos de la pared celular. Los aminoácidos libres de estas 

muestras corresponderían con los contenidos en el citoplasma.  

Las muestras LSI sí contienen péptidos libres y una proporción de aminoácidos libres 

muy elevada si lo comparamos con los valores de las lías. No hay diferencias significativas en 

el porcentaje de péptidos y aminoácidos libres de la levadura seca entera y el citoplasma 

(p<0,05). Teniendo en cuenta que los resultados de citometría muestran que el grado de 

rotura de estas células es muy inferior al de las lías, estos datos podrían indicar que los 

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

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

glutatión 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, glutatión reducido y oxidado como 

variables dependientes y como factor la fracción dentro de cada muestra (p<0,05), y 2) con 

los datos de las muestras antes de la disrupción (WY) y como factor el tipo de muestra 

(primera fermentación, segunda fermentación del cava, segunda fermentación de Charmat y 

LSI) (p<0,05). 

Muestra Fracción % Tioles totales 
% Glutatión 

reducido 

% Glutatión 

 oxidado 

1ª fermentación WY 0,038a - - 
 CWY 0,033a - - 
 Cyt 0,015b - - 

2ª fermentación WY 0,037a - - 
 CWY 0,035a - - 
 Cyt 0,015b - - 

Charmat WY 0,154a - - 
 CWY 0,184b - - 
 Cyt 0,017c - - 

Levaduras secas 

activas 

WY 3,282a 2,254a 0,294a 

CWY 0,532b 0,126b - 
 Cyt 2,920c 1,956a 0,329a 

Tabla 4-15. Porcentaje en tioles totales, glutatión reducido y glutatión oxidado (valores 
referidos al peso seco de levadura entera; n=3). El guion indica que los valores se encuentran por 
debajo del límite de cuantificación. Códigos: WY=lía entera; CWY=paredes; Cyt=citoplasma. Los 
subíndices indican diferencias significativas entre fracciones de la misma muestra según test de rangos 
múltiples (p<0,05). 

No hay diferencias significativas en los contenidos en tioles totales en las lías de 

primera y de segunda fermentación del cava (p<0,05). Sin embargo, las muestras de Charmat 

sí tienen un contenido en tioles significativamente mayor (p<0,05), lo que se relaciona con la 

mayor concentración de células. Las paredes celulares de las muestras de lías 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 lías enteras, probablemente porque 

estos grupos se exponen en mayor medida después de la disrupción celular.  
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A gran distancia de las muestras de lías se encuentran las muestras de LSI, tanto en 

contenido en tioles totales como glutatión reducido. Según datos del comerciante, estas 

muestras contienen alrededor del 3 % de glutatión reducido. Este valor es superior a los 

resultados obtenidos (2,25 %), aún considerando también el glutatión oxidado, el cual ha 

podido generarse por oxidación del glutatión reducido durante el almacenaje del producto.  

De cualquier manera, el contenido en glutatión reducido es muy superior al 1 % en peso seco 

que contiene la levadura [126]. Como sucedía con los aminoácidos libres, la gran mayoría de 

grupos tioles (89 %) y de glutatión (87 %) de las muestras LSI antes de la disrupción están 

contenidos en la fracción citoplasma, lo que vuelve a indicar que tanto los tioles como el 

glutatión no se encuentran dentro de la célula sino exteriormente. Las paredes de las 

levaduras comerciales siguen conteniendo glutatión residual (0,5%), lo que influirá en su 

actividad antioxidante.  

4.3.4 Actividad antioxidante de las diferentes fracciones 

Se realizaron análisis de la varianza (ANOVA) de un factor para cada una de las 

muestras, con los valores de actividad antioxidante como variable respuesta y la fracción 

como factor. Las figuras 4-21, 4-22 y 4-23 muestran los resultados promedio y las 

desviaciones estándar de las actividades antioxidantes de las muestras enteras (WY) y sus 

fracciones obtenidas de la disrupción: levadura rota (DY), paredes (CWY) y citoplasma (Cyt). 

Las letras diferentes de las barras de los gráficos indican diferencias significativas (p<0,05) 

entre fracciones de una misma muestra según test de rangos múltiples. 

En primer lugar, se puede afirmar que la actividad antioxidante de las tres muestras 

de lías se encuentra en la pared celular, ya que los valores de actividad antioxidante de los 

citoplasmas son significativamente (p<0,05) más bajos que los valores de las otras fracciones. 

Las lías se segunda fermentación, tanto las del cava como las del Charmat, provienen de un 

proceso de autolisis. Como ya se comentó en el apartado de la introducción anterior, este 

proceso implica una cesión de productos de la célula al medio vino y un empobrecimiento del 

citoplasma celular. Las lías de primera fermentación 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 fracción citoplasmática después de la disrupción será pequeña. 

Además, contienen restos celulares que se depositan después de la centrifugación y que 

pueden exhibir actividad antioxidante en la fracción pared. Los resultados de los apartados 

anteriores de composición corroboran que la fracción citoplasmática de las muestras de lías 

tiene poco contenido y, por consiguiente, exhibe una pobre actividad antioxidante.  
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Figura 4-21. Actividad antioxidante de las muestras de lías y LSI y sus fracciones medidas por 
el método Folin-Ciocalteau. Valores referidos al peso seco de levadura entera. Códigos: WY=lía entera; 
DY: lía rota; CWY=pared; Cyt=citoplasma. 1F: 1ª fermentación; 2F: 2ª fermentación; X: Charmat; LSI: 
Levaduras Secas Inactivas. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) entre fracciones 
de la misma muestra según test de rangos múltiples.  
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Figura 4-22. Actividad antioxidante de las muestras de lías y LSI  y sus fracciones medidas por 
el método FRAP. Valores referidos al peso seco de levadura entera. Códigos: WY=lía entera; DY: lía 
rota; CWY=paredes; Cyt=citoplasma. 1F: 1ª fermentación; 2F: 2ª fermentación; 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 lías y LSI y sus fracciones medidas por 
el método DPPH. Valores referidos al peso seco de levadura entera. Códigos: WY=lía entera; DY: lía 
rota; CWY=pared; Cyt=citoplasma. 1F: 1ª fermentación; 2F: 2ª fermentación; X: Charmat; LSI: 
Levaduras Secas Inactivas. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) entre fracciones 
de la misma muestra.  
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Según los resultados del apartado 4.3.2 sobre contenido en fenoles de las lías, las 

suspensiones de lías de primera fermentación 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 fermentación. 

Teniendo en cuenta estas concentraciones y las diluciones realizadas para la determinación 

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 ácido caftárico y 0,03 mg/L de catequina. 

Para las lías de primera fermentación, los valores finales son inferiores a 0,07 mg/L de tirosol 

y 0,04 mg/L de ácido caftárico 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 realizó un 

análisis de la varianza multifactorial (MANOVA), con los datos de actividad antioxidante como 

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

más antioxidante es la de lías de Charmat, seguida por las LSI. La menos antioxidante según 

el método de Folin-Ciocalteau es la de primera fermentación, y para FRAP y DPPH, la menos 

antioxidante es la muestra de lía de segunda fermentación del cava.  

Aparte de los polifenoles residuales, entre los otros compuestos que contienen las lías 

que pueden ejercer actividad antioxidante están los tioles, las proteínas y los polisacáridos 

glucanos y mananos. El contenido en grupos tioles en las lías de primera fermentación y 

segunda fermentación del cava es muy bajo, mientras que el de las lías del Charmat es casi 

cuatro veces superior. Esto puede explicar en parte que la actividad antioxidante de las lías 

Charmat sea significativamente más alta que las de las otras muestras de lías. 

Las muestras LSI son excepcionalmente ricas en glutatión 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 glutatión reducido. Esto está de acuerdo con los datos que se encuentran en la 

bibliografía, 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 más altos de tioles totales y glutatión 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 lías 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 aminoácidos libres y vitaminas. El zimosan A es un 

producto insoluble muy conocido procedente de Saccharomyces cerevisiae, que muestra 

varias actividades biológicas relacionadas con respuestas inflamatorias e inmunes. Se trata 

de “levaduras fantasma”, es decir, paredes de levaduras vacías con un diámetro medio de 3 

μm (información suministrada por el comerciante). Los componentes mayoritarios del 

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

Muestra 
Folin 

mg GAE/L 

FRAP 

µM TEQ 

DPPH 

µM TEQ 

Levadura 28,43a 9,26a 14,25a 

Autolisado 59,53b 5,01b 6,44b 

Extracto 60,80b 4,31b 5,21b 

Glucanos 0,30c - - 

Mananos 2,01d 0,13c 0,19c 

Zimosan A 10,77e 6,24d 2,70d 

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 están por debajo del límite de cuantificación. Letras diferentes indican diferencias 
significativas (p<0,05) entre muestras según test de rangos múltiples (p<0,05). 

Hay diferencias en los resultados según el método que se aplica (p<0,05). Los valores 

de actividades antioxidantes medidos con el método Folin-Ciocalteau más altos 

corresponden al extracto y al autolisado, las muestras con mayores cantidades de 
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aminoácidos 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 más bajos de actividad antioxidante lo exhiben los polisacáridos. 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, sólo 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 lías contienen manoproteínas, las cuales 

han demostrado que aumentan la actividad antioxidante de los vinos espumosos cuando son 

añadidas 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 (más de 120 %). La concentración de manoproteínas de las lías Charmat es superior a 

las de las otras muestras de lías, lo que puede explicar su mayor capacidad antioxidante. Sin 

embargo, las muestras de levaduras secas inactivas (LSI), además de sus superiores 

concentraciones de tioles (p<0,05), contienen mayores valores de manoproteínas, por lo que 

su actividad antioxidante debería ser mayor. Esto no se cumple, lo que puede deberse a otras 

características de las muestras de lías. 

Entre esas características están la mayor accesibilidad a los grupos reaccionantes y las 

modificaciones de las propiedades físico-químicas de superficie que se producen a lo largo 

del envejecimiento de los vinos espumosos [188]. Estas modificaciones físico-químicas 

incluyen un aumento de la hidrofilia y del carácter donante de electrones, por lo que, en las 

condiciones de los ensayos de actividad antioxidante, las muestras serán más solubles y 

cederán más fácilmente electrones, demostrando más capacidad antioxidante [189].  
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4.3.5 Conclusiones del capítulo  

Las lías recuperadas de vinos espumosos pueden ser fuente de diversos compuestos 

interesantes a nivel industrial. En particular, las lías de primera fermentación contienen una 

alta concentración de tartratos y las de segunda fermentación compuestos fenólicos típicos 

de los vinos espumosos, los cuales ceden con facilidad. 

Las lías de segunda fermentación consisten básicamente en pared celular; su 

contenido citoplasmático es muy pequeño, especialmente para las lías de segunda 

fermentación del cava. A pesar de no contener compuestos típicos antioxidantes de 

halogenados celulares, como el glutatión, las lías recuperadas de vinos espumosos exhiben 

una capacidad antioxidante importante, similar a la de un producto enológico de levaduras 

secas inactivas, que se comercializan por sus propiedades antioxidantes.  

4.4 CARACTERIZACIÓN DE LA PARED CELULAR 

Con el objetivo de conocer la composición 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 degradación de algunos componentes, y en segundo, 

un fraccionamiento en un solo paso para la extracción exclusiva de las manoproteínas. 

4.4.1 Composición 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 composición (polisacáridos totales, proteínas y tioles) de la pared 

respecto a su peso seco. Se realizó un ANOVA simple con el tipo de muestra como factor 

(p<0,05). 

 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

131 

 

  % Pared % Polisacáridos % Proteína % Tioles 

1ª fermentación 70a 15,6a 3,8a 0,047a 

2ª fermentación 94b 79,2b 9,2b 0,037a 

Charmat 95b 71,4b 15,8c 0,194b 

Levaduras secas inactivas 77a 60,9c 20,1d 0,691c 

Tabla 4-17. Porcentajes de peso seco de las paredes obtenidas de las muestras de lías y LSI 
respecto al peso seco inicial (antes de la disrupción), y % de polisacáridos, proteínas y tioles respecto 
al peso seco de pared (n=3). Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) entre muestras 
según test de rangos múltiples (p<0,05). 

Los porcentajes de pared de cada muestra son mucho más altos que los encontrados 

en la bibliografía, que se sitúan entre el 20 % y el 30 % de peso seco de la levadura [65], [135]. 

Las paredes de lía de primera fermentación del cava siguen conteniendo altas 

concentraciones de tartratos, ya que la limpieza inicial de las lías con vino modelo no los 

elimina, aunque sí los reduce del 77 % presentes en las lías originales al 55 % de las lías 

después del lavado. Estos tartratos insolubles se depositan en el precipitado después de la 

centrifugación de las lías rotas, y disminuyen poco después de la limpieza de las paredes, 

situándose alrededor del 50 % del peso seco de la pared final obtenida. La alta cantidad de 

tartratos junto con los restos celulares que mostraban las imágenes de microscopio, explican 

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

Las lías de segunda fermentación de cava y Charmat provienen de un proceso de 

autolisis en el cual se ha perdido la mayor parte del material citoplasmático, lo que implica 

que 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 están compuestas de paredes celulares ricas en manoproteínas y glutatión, 

por lo que su porcentaje de pared también es mucho más alto que el encontrado en la 

bibliografía. En cuanto a la composición de estas paredes, las lías de primera fermentación, 

debido nuevamente a su contenido en tartratos, contienen la menor cantidad de 

polisacáridos, proteínas y tioles (p<0,05). Según datos de la bibliografía [65], las paredes 

celulares de S. cerevisiae se componen de un 85 % de polisacáridos y de un 15 % de proteínas. 

Las paredes más cercanas a estos valores son las de lías de Charmat, mientras que las paredes 
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de segunda fermentación de cava contienen menos proteína y polisacáridos que los 

encontrados en la bibliografía. Las paredes de levaduras secas comerciales son las más ricas 

en proteína, alrededor de un 5 % más que en la bibliografía. La composición de las paredes 

depende enormemente de las condiciones de crecimiento de la levadura y de los 

tratamientos y procesos posteriores que ha sufrido, así que las desviaciones respecto a los 

valores de la bibliografía 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 realizó 

un ANOVA simple con el tipo de muestra como factor (p<0,05). Los diferentes subíndices 

indican diferencias significativas entre muestras según test de rangos múltiples. Los valores 

más altos según los tres métodos corresponden a las paredes de lías de Charmat. En los 

valores más bajos no hay unanimidad entre métodos: según Folin-Ciocalteau, las paredes con 

valores más bajos de actividad antioxidante son las de primera fermentación, mientras que 

según 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 

mg GAE/L 
FRAP 

µM TEQ 
DPPH 

µM TEQ 

1ª fermentación 22,5a 5,5a 12,5a 

2ª fermentación 34,4b 2,6b 5,6b 

Charmat 59,6c 8,4c 20,9c 

Levaduras secas inactivas 35,1c 0,7d 5,2b 

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

4.4.2 Fraccionamiento completo de la pared 

El fraccionamiento completo de las paredes de las muestras ha consistido en una 

extracción progresiva de sus componentes, desde los más externos (manoproteínas) a los 

más internos (β-glucanos), analizando la composición y la actividad antioxidante de las 

fracciones obtenidas en cada paso.  
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4.4.2.1 Composición de las fracciones 

En la tabla 4-19 pueden verse los porcentajes en peso de polisacáridos, proteínas, 

péptidos, aminoácidos libres y tioles de las fracciones obtenidas respecto al peso seco de 

pared inicial. Se realizó un ANOVA simple con estos datos de composición con variables 

dependientes y el tipo de muestra como factor (p<0,05). Cada una de las fracciones está 

enriquecida en un tipo determinado de polisacáridos de la pared. En la fracción F1 se extraen 

mananos y glucanos solubles en agua. En la fracción F2 y F3, puesto que el tratamiento 

enzimático se realiza a pH 10, se extraen los glucanos solubles en álcali. La última fracción F4 

estaría compuesta principalmente por glucanos insolubles. En todos los casos, las fracciones 

más ricas en polisacáridos son las F1 y la F4.  

Muestra Fracción % PS % proteína  % Péptidos % aa libres % Tioles  

1F F1 1,88a 0,23a 0,10a 0,02a 0,015a 
 F2 1,31a 2,29b 0,52b 0,23b 0,008b 
 F3 0,67b 0,45c 0,18a 0,07c 0,005c 
 F4 8,62c 0,10d 0,01a 0,04c - 

2F F1 20,6a 1,83a 2,90a 0,05a 0,030a 
 F2 5,49b 0,73b 5,53b 0,41b 0,018b 
 F3 8,98c 0,11c 0,80c 0,13c 0,001c 
 F4 41,13d 0,10c 0,08d - - 

X F1 12,99a 1,99a 2,81a 0,06a 0,096a 
 F2 8,49b 0,66b 10,31b 1,29b 0,033b 
 F3 5,69c 0,32c 1,59c 0,46c 0,010c 
 F4 36,82d 0,15d 0,13d 0,07a - 

LSI F1 16,62a 4,12a 4,22a 0,06a 0,066a 
 F2 9,07b 0,12b 11,48b 1,12b 0,042b 
 F3 6,83c 0,24b 0,94c 0,40c 0,101c 
 F4 29,32d 0,32c 0,07d 0,01a 0,024d 

Tabla 4-19. Porcentaje de polisacáridos totales de las diferentes fracciones obtenidas referidas 
al peso inicial de pared (n=3). Códigos: 1F= 1ª fermentación; 2F= 2ª fermentación; X= Charmat; LSI= 
levaduras secas inactivas. Las letras diferentes indican diferencias significativas entre valores de 
fracciones según test de rangos múltiples (p<0,05).  

En el caso de los porcentajes en peso de proteína total, péptidos y aminoácidos libres, 

la primera fracción (F1) es la más rica en proteína total en todas las muestras (p<0,05), a 
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excepción de las lías de primera fermentación. Este contenido en proteína representa parte 

de la fracción de manoproteínas de la pared. El contenido tan alto de tartratos de las paredes 

de primera fermentación puede ser la razón de que se haya extraído menos cantidad de 

proteínas en F1 para esta muestra, ya que las concentraciones altas de sales pueden reducir 

en gran medida la solubilidad de las proteínas. Esto implica que las proteínas precipitan y 

“aparecen” en la siguiente fracción, F2, al solubilizarse con el medio básico (pH 10) donde 

actúa la proteasa, como así parece ocurrir.  

La siguiente fracción, F2, constituye la fracción con los porcentajes de péptidos y 

aminoácidos libres más altos (p<0,05). Esto es debido a la acción de la proteasa savinasa 

(alcalasa de Bacillus sp.) sobre los enlaces peptídicos. Esta enzima es una endopeptidasa tipo 

serina poco selectiva [190], por lo que su hidrólisis puede dar como producto péptidos de 

tamaño diverso y aminoácidos libres. Aparte de enlaces peptídicos, también puede hidrolizar 

amidas peptídicas y enlaces éster [191].  

La fracción F3 proviene del tratamiento con lipasa para la extracción de los lípidos de 

la pared y la obtención final de los glucanos insolubles. Aunque la lipasa utilizada (lipasa de 

Thermomyces lanuginosus) en principio no tiene actividad peptidasa [192], se obtienen 

péptidos y aminoácidos 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 proteína en el precipitado obtenido es un 2 % inferior respecto 

al inicial. Esto lo atribuye a una coactividad proteolítica de la lipasa. Sin embargo, ya que en 

la bibliografía consultada se indica que no se ha encontrado actividad proteolítica de esta 

lipasa, es posible que la extracción de la proteína remanente provenga de la susceptibilidad 

de los enlaces peptídicos al medio básico (pH 10) donde actúa la lipasa [193]. 

En las muestras de lías (primera fermentación, segunda fermentación de cava y 

Charmat), la mayor concentración de grupos tioles se encuentra en la primera fracción rica 

en manoproteínas (F1), aunque esta diferencia no es significativa (p>0,05) en el caso de las 

lías de primera fermentación, donde F1 y F2 tienen valores de tioles totales similares. Esta 
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tendencia a una mayor concentración en la fracción F1 implica que haya una correlación 

significativa entre proteínas y grupos tioles, con un coeficiente R2 de 0,40 (p<0,05).  

El contenido total de tioles en las fracciones provenientes de primera fermentación, 

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 fermentación 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 ácido 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 carbonílicos y diversos 

compuestos volátiles 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 destrucción térmica de los puentes disulfuro de las 

proteínas, que da lugar a los productos dehidroalanina y tiocisteína entre los residuos de 

proteínas [197]. La dehidroalanina reacciona con residuos de lisina para formar una nueva 

unión (lisinoalanina), y los residuos de tiocisteína descomponen generando un grupo tiol libre 

que reaccionará con otro grupo tiol. Estas reacciones suponen globalmente una 

reorganización de los enlaces de las proteínas [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 

estándar de las actividades antioxidantes obtenidas para cada fracción de las muestras. Se 

realizaron análisis de la varianza (ANOVA) simples para cada una de las muestras con los 

valores de actividad antioxidante como variable respuesta y la fracción (F1, F2, F3 y F4) como 
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factor. Las letras diferentes de las barras de los gráficos indican diferencias significativas 

(p<0,05) entre fracciones de una misma muestra según test de rangos múltiples. Para 

comparar las actividades antioxidantes entre diferentes muestras, se realizó un análisis de la 

varianza multifactorial (MANOVA), con los datos de actividad antioxidante como variables 

dependientes y el tipo de muestra y la fracción 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 (F1 y F2). Estas fracciones son las que contienen 

la mayor cantidad de proteínas y péptidos. Por el contrario, en todas las muestras se cumple 

que la última fracción (F4) es la que exhibe menor capacidad antioxidante, siendo ésta la 

fracción que contiene la menor cantidad de sustancias proteicas y la más rica en glucanos 

insolubles. Estos resultados están 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 químicamente, tanto 

carboximetilados como sulfatados, sí han demostrado poseer capacidad antioxidante [199], 

[200]. La tercera fracción (F3), en la mayoría de muestras, también exhibe una capacidad 

antioxidante significativamente superior a la fracción de glucanos. Esta fracción contiene los 

lípidos situados en la zona interna de la pared, moléculas oxidables pero sin actividad 

antioxidante, y restos de proteínas en forma de péptidos y aminoácidos. 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 lías y 
LSI 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 lías 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 lías 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 proteínas y péptidos han sido documentados en muchas 

investigaciones. Proteínas y péptidos de trigo, caseína, yema de huevo, patata, etc, han 

demostrado inhibir la oxidación lipídica en alimentos modelo [201]–[204]. También los 

péptidos de hidrolizados de levaduras, que provienen del contenido citoplasmático, han 

demostrado poseer actividad antioxidante, [205], [206]. La actividad antioxidante de 

proteínas y péptidos se debe a complejas interacciones que dan como resultados la 

inactivación de radicales libres, la quelación de metales de transición prooxidantes y la 

eliminación enzimática de oxidantes específicos. La actividad antioxidante de proteínas y 

péptidos reside en su secuencia de aminoácidos, y son los residuos de aminoácidos 

aromáticos, metionina y cisteína los principales involucrados [207].  

La desnaturalización de las proteínas puede aumentar la capacidad antioxidante de 

éstas mediante disrupción de su estructura terciaria e incremento de la accesibilidad del 

disolvente a los residuos de los aminoácidos. Esto puede explicar por qué la fracción F1 de 

segunda fermentación de cava, Charmat y LSI tenga una capacidad antioxidante similar para 

FRAP a la pared antes del fraccionamiento (tabla 4-18), cuando sólo se ha extraído una parte 
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del contenido en proteínas. Para Folin-Ciocalteau y DPPH esto no se cumple, y la razón de ello 

puede ser la menor concentración de proteínas de estas fracciones respecto a la pared inicial, 

así 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 lías 

Charmat y las muestras LSI, se observa un incremento significativo (p<0,05), de la actividad 

antioxidante de la segunda fracción (F2) respecto a la primera (F1). Este incremento no se 

observa en la fracción F2 de segunda fermentación del cava, lo que está relacionado con la 

menor cantidad de proteínas 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 sólo del 8 %, ya que la fracción 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 producción 

de péptidos a través de la proteasa, ya que está demostrado que estos poseen una capacidad 

antioxidante sustancialmente superior a las proteínas intactas [208]. Según Jaehrig [136], la 

actividad antioxidante de manoproteínas puras es baja en comparación a los extractos del 

fraccionamiento, lo que parece confirmar este hecho también en las proteínas 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 aminoácidos, de manera que si carece 

de aminoácidos donadores de electrones (tirosina, triptófano, histidina, fenilalanina, cisteína 

y metionina), o estos no están adecuadamente situados dentro de la cadena peptídica, el 

péptido no estará disponible para procesos redox, y por lo tanto no ejercerá actividad 

antioxidante [209]–[211]. Otro aspecto en la capacidad antioxidante de péptidos importante 
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es la transferencia de electrones desde los aminoácidos donadores a los aceptores de 

electrones, para la cual influyen no sólo la secuencia en sí, sino también la longitud de la 

cadena, la estructura secundaria, los enlaces de hidrógeno y la conformación espacial [212]. 

Todos estos factores son determinantes en la capacidad antioxidante de los péptidos, por lo 

que la fracción F2 de Charmat contendrá mayores cantidades de péptidos que la fracción F2 

de LSI con la secuencia de aminoácidos, la longitud o la conformación 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 composición 

de las fracciones. Todos los métodos antioxidantes correlacionan entre sí, aunque la 

correlación es más alta entre el FRAP y el DPPH (0,95). Esto está de acuerdo con los resultados 

de la mayoría de publicaciones, que encuentran altas correlaciones entre diferentes métodos 

antioxidantes, y con el hecho de que los mecanismos de reacción subyacentes a las 

actividades antioxidantes medidas sean similares. No se encontraron correlaciones entre 

actividades antioxidantes y contenido en grupos tioles.  

  
Folin  

mg GAE/L 

FRAP 

µM TEQ 

DPPH 

µM TEQ 

Folin - 0,79 0,74 

FRAP 0,79 - 0,95 

DPPH 0,74 0,95 - 

% aminoácidos 0,90 0,52 0,47 

% péptidos 0,86 0,51 0,51 

Tabla 4-20. Valores de las correlaciones (R2) obtenidas entre los diferentes métodos de 
actividad antioxidante utilizados y entre éstos y la concentración de aminoácidos y péptidos (n=48).  

Las actividades antioxidantes correlacionan con el contenido en aminoácidos y 

péptidos. Estas correlaciones son mucho más altas para el Folin-Ciocalteau, lo que se explica 

porque este método fue originalmente diseñado para la determinación de tirosina y 

triptófano en proteínas [213], aunque es un método que reacciona con cualquier sustrato 

reductor, por lo que también se puede utilizar para determinación de la actividad 
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antioxidante [17]. Unos valores más altos de Folin-Ciocalteau estarán relacionados con 

mayores cantidades de tirosina y triptófano en las muestras, dos aminoácidos donantes de 

electrones. También hay que tener en cuenta que la reacción de Folin-Ciocalteau se lleva a 

cabo bajo pH muy básicos, alrededor de 10, y durante una hora, por lo que puede existir 

desnaturalización y cierta hidrólisis de proteínas y péptidos. Ambos factores implicarían que 

la actividad antioxidante medida por este método estaría menos afectada por la 

conformación o la longitud de proteínas y péptidos, y más por el contenido en aminoácidos 

aromáticos.   

A excepción de la cisteína, que es un aminoácido estrictamente antioxidante, los 

aminoácidos libres no poseen en general actividad antioxidante, aunque sí se ha encontrado 

actividad antioxidante medida por los métodos ORAC y ABTS en los aminoácidos aromáticos 

libres tirosina y triptófano [203]. Es de suponer que la correlación existente entre los métodos 

FRAP y DPPH se deba a que una mayor degradación de proteínas implica una mayor cantidad 

de aminoácidos libres y péptidos.  

4.4.3 Obtención de manoproteínas 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 enológico por las múltiples 

propiedades de las manoproteínas, se realizaron dos procedimientos para la obtención de 

éstas en un solo paso en paredes lías de segunda fermentación y LSI. Uno de ellos consistió 

en una extracción enzimática mediante el uso de una β-1,3-glucanasa, y el otro en una 

extracción en condiciones básicas suaves (30 mM) y a baja temperatura (4ºC). Después de 

ambos tratamientos, las muestras se centrifugaron y se analizaron tanto los sobrenadantes 

como los precipitados. 

4.4.3.1 Composición de las fracciones obtenidas 

En la tabla 4-21 pueden verse los porcentajes de polisacáridos, proteínas, péptidos, 

aminoácidos 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 fermentación de 

cava, Charmat y LSI) con los dos tratamientos utilizados. Se realizaron análisis de la varianza 

(ANOVA) simples para cada una de las muestras con los valores de composición como variable 

respuesta y la fracción (P y S) como factor, y otro análisis de la varianza multifactorial 

(MANOVA) con los factores fracción, 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 según test de rangos múltiples. 

Muestra Tratamiento Fracción % PS % Proteínas % Péptidos % aas % Tioles 

2ªFermentación 30 mM P 63,3a 0,75a 0,02a 0,09a 0,015a 
 30 mM S 15,8b 8,73b 0,78b 0,04b 0,027b 
 β-Glu P 49,1a 5,16a 0,01a 0,01a 0,022a 
 β-Glu S 28,8b 4,34b 0,07b 0,06b 0,012b 

Charmat 30 mM P 56,6a 0,14a 0,05a 0,01a 0,043a 
 30 mM S 13,4b 13,36b 0,47b 0,01a 0,069b 
 β-Glu P 50,7a 9,88a 0,03a 0,01a 0,087a 
 β-Glu S 18,2b 4,35b 0,06b 0,02b 0,074b 

Levaduras secas 

inactivas 

30 mM P 43,1a 9,29a 0,03a 0,01a 0,167a 

30 mM S 12,1b 12,91b 0,54b 0,07b 0,291b 
 β-Glu P 42,8a 18,84a 0,06a 0,02a 0,286a 
 β-Glu S 13,4b 2,83b 0,09b 0,04b 0,161b 

Tabla 4-21. Composición de los precipitados (P) y los sobrenadantes (S) obtenidos con los 
tratamientos para la obtención de manoproteínas efectuados a las paredes de lías y LSI. Valores 
referidos al peso seco de pared (n=3). Códigos: 30 mM=tratamiento en medio básico suave; β-
Glu=tratamiento con β-1,3-Glucanasa de Helix Pomatia; PS=polisacáridos; Aas=aminoácidos. Las 
letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) entre fracciones y tratamiento dentro de la 
misma muestra según test de rangos múltiples.  

En las muestras de lías se extraen significativamente (p<0,05) mayores valores de 

polisacáridos totales en los sobrenadantes con el tratamiento con β-1,3-Glucanasa que con 

el tratamiento básico suave. La explicación es que esta enzima rompe los enlaces O-

glucosídicos de los β-1,3 y β-1,6 glucanos, liberando las manoproteínas con residuos de 

glucosa. La pared de segunda fermentación del cava fue de la que se extrajeron mayores 

cantidades de polisacáridos, probablemente porque contiene menores cantidades de 

manoproteínas y está más expuesta a la acción de la β-1,3-Glucanasa. Por el contrario, la 
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muestra menos expuesta es la pared de LSI, y es donde la cantidad de polisacáridos extraída 

fue menor.  

Respecto al contenido en proteínas y compuestos relacionados, con el tratamiento 

básico suave se ha conseguido extraer el 92 % y el 99 % de la proteína de segunda 

fermentación de cava y Charmat, respectivamente (fracción S del tratamiento 30 mM). En el 

caso de las paredes de LSI, el porcentaje ha sido mucho más bajo, del 58 %, probablemente 

porque son paredes menos degradadas y hay menor accesibilidad. La fracción sobrenadante 

del tratamiento en medio básico suave también es la que contiene mayores valores de 

péptidos, debido a la hidrólisis que sufren las proteínas en medio básico, aunque estas 

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

Los porcentajes de proteína extraída con el tratamiento con la β-1,3-Glucanasa son 

significativamente inferiores (p<0,05) a los extraídos en medio básico suave. Las cantidades 

extraídas respecto al total de proteína cuantificada en ambos extractos han sido 46 %, 31% y 

13 % para segunda fermentación del cava, segunda fermentación de Charmat y LSI, 

respectivamente. También en este caso ha influido la mayor accesibilidad y degradación 

previa de la pared celular de las lías respecto a las paredes LSI. Estos resultados indican que 

la extracción en medio básico puede ser un buen método para obtener manoproteínas de las 

lías de segunda fermentación de cava y Charmat. Para las paredes de LSI, sería necesario 

aumentar los tiempos de incubación para extraer mayor cantidad de manoproteínas en la 

fracción 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 fermentación 

del cava, sin embargo, sí disminuyen para segunda fermentación del Charmat y LSI. Estas 

disminuciones son del 42 y 17 % para fracciones de paredes de Charmat, según tratamiento 

básico suave e hidrólisis con β-1,3-Glucanasa, mientras que las tioles de las fracciones de 

paredes LSI han disminuido 34 y 35 %, respectivamente.  Como era de esperar, existe 

correlación significativa (p<0,05) entre tioles totales y proteínas, con un coeficiente R2 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 análisis de la varianza (ANOVA) simples para 

cada una de las muestras con los valores de actividad antioxidante como variable respuesta 

y la fracción (P y S) como factor, y otro análisis de la varianza multifactorial (MANOVA) con 

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

Los sobrenadantes después del tratamiento básico 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 manoproteínas extraídas. Esto 

implica que la actividad antioxidante de las paredes de lías reside fundamentalmente en las 

manoproteínas.  

Comparando la actividad antioxidante de las fracciones 30.S de lías 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 proteínas y 

péptidos totales (tabla 4-21). Esto viene a confirmar los resultados obtenidos en los apartados 

anteriores: las manoproteínas de lías poseen mayor capacidad antioxidante que las de las 

levaduras secas inactivas (LSI).  

 

 

 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

145 

 

30.S 30.P Glu.S Glu.P

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110

120

 

 

m
g 

TE
Q

 F
-C

/g
 D

W

FRACCIÓN

 2F

 X

 LSI

 

Figura 4-27. Actividad antioxidante (método Folin-Ciocalteau) de los precipitados (P) y los 
sobrenadantes (S) obtenidos con los tratamientos para la obtención de manoproteínas efectuados a 
las paredes de lías y LSI. Valores referidos al peso seco de pared (n=3). Códigos: 30.S=sobrenadante 
después del tratamiento básico; 30.P= precipitado después del tratamiento básico; 
Glu.S=sobrenadante después del tratamiento con glucanasa; Glu.P= precipitado después del 
tratamiento con glucanasa. Códigos: 2F= 2ª fermentación; 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 obtención de manoproteínas efectuados a las paredes de 
lías y LSI. Valores referidos al peso seco de pared (n=3). Códigos: 30.S=sobrenadante después del 
tratamiento básico; 30.P= precipitado después del tratamiento básico; Glu.S=sobrenadante después 
del tratamiento con glucanasa; Glu.P= precipitado después del tratamiento con glucanasa. Códigos: 
2F= 2ª fermentación; X= Charmat; LSI= levaduras secas inactivas. 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

146 

 

30.S 30.P Glu.S Glu.P

0

5

10

15

20

25

 

 

m
g 

T
E

Q
 D

P
P

H
/g

 D
W

FRACCION

 2F

 X

 LSI

 

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

4.4.4 Conclusiones del capítulo 

Se han aislado y caracterizado las paredes celulares de muestras de lías de primera 

fermentación, lías de segunda fermentación 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 más externos (manoproteínas), a los más internos (β-glucanos), 

analizando la composición y actividad antioxidante de cada fracción obtenida.   

En todas las muestras, las fracciones más ricas en compuestos proteicos han 

demostrado la mayor capacidad antioxidante, mientras que los valores más bajos han 

correspondido a la fracción de β-glucanos. La actividad antioxidante se ha correlacionado 

también con la cantidad de péptidos y aminoácidos libres de las fracciones, lo que indica que 

con la hidrólisis de los compuestos proteicos de la pared se incrementan sus valores de 

capacidad antioxidante.  
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En vista del interés enológico de las manoproteínas de la pared y de los resultados de 

actividad antioxidante del fraccionamiento completo, se realizaron dos tratamientos 

alternativos para la obtención de manoproteínas de la pared en sólo un paso y condiciones 

muy suaves; un tratamiento enzimático y otro en condiciones básicas suaves. Con el 

tratamiento en condiciones básicas suaves se consiguió extraer el 92 % y el 99 % de la 

manoproteína de las paredes de lías segunda fermentación de cava y Charmat, 

respectivamente. La fracción de manoproteínas obtenida también demostró exhibir la mayor 

parte de la actividad antioxidante de la pared, lo que implica, de nuevo, que la actividad 

antioxidante de las paredes de lías se debe a su contenido en manoproteínas.  
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5. DISCUSIÓN GENERAL 

Nunca te das cuenta de lo que has hecho; sólo puedes ver lo que te queda por hacer. 

-Marie Curie- 

En el presente trabajo se ha intentado dar respuesta a la falta de información 

existente sobre uno de los subproductos principales en la elaboración de vinos espumosos: 

las lías de segunda fermentación. Para ello, se ha evaluado su rol en la crianza de diferentes 

vinos espumosos en condiciones enológicas reales y se han caracterizado como subproducto 

con diferentes metodologías.  

La actividad antioxidante es una propiedad destacable de los vinos tranquilos y aún 

más en los vinos espumosos, ya que pueden experimentar largas crianzas, incluso de años 

para los Gran reserva. Los vinos espumosos se caracterizan por un envejecimiento biológico 

en sus propias lías, en el cual se produce el proceso de autolisis. Este proceso implica una 

cesión de compuestos de la lía al vino, tanto de la pared como del citoplasma, algunos de los 

cuales pueden poseer capacidad antioxidante. En este sentido, se ha intentado esclarecer 

cuál es el papel de las lías (células plasmolizadas de Saccharomyces cerevisiae) en la evolución 

y calidad de los vinos a lo largo del tiempo de envejecimiento. Por ello, se ha analizado la 

composición y la actividad antioxidante de dos tipos de vinos espumosos elaborados según 

los dos métodos más utilizados para la toma de espuma: cava (método tradicional) y Charmat 

(método Granvás), durante el envejecimiento con lías y sin lías.  

En este sentido, se ha constatado que, durante el envejecimiento biológico en 

contacto con lías, la actividad antioxidante de los vinos espumosos no cambia. Sin embargo, 

una vez que se retiran, mediante la operación de degüelle necesaria para la comercialización, 

se observa un descenso de la actividad antioxidante de los vinos que no está ligado al 
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contenido en fenoles (que determinados por HPLC-UV no presentan influencia significativa) 

ni a otros antioxidantes clásicos (glucanos, glutatión y otros compuestos tiólicos). Teniendo 

en cuenta que las lías aportan una serie de sustancias con carácter antioxidante y que la 

propia lía disminuye su actividad antioxidante durante el tiempo de crianza, se puede concluir 

que la presencia de lías involucra unos intercambios con el medio vino que protegen al vino 

espumoso de su oxidación. El efecto protector de la presencia de lías sobre la actividad 

antioxidante se produce, por lo tanto, en los espumosos con menor contacto con lías 

(Charmat), y en los vinos espumosos que han sufrido una oxidación mayor (Gran reserva), es 

decir, en los vinos espumosos más desprotegidos. La presencia de las lías puede modular la 

actividad antioxidante de los vinos espumosos, dotándolos de compuestos que pueden 

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

En cuanto a la caracterización morfológica, estructural y poblacional de las lías, 

mediante microscopía óptica confocal y citometría de flujo, se han visualizado diferencias 

entre las lías de primera fermentación, segunda fermentación de cava y de Charmat, y 

levaduras secas comerciales (coadyuvante enológico), aun cuando todas ellas conservan la 

integridad de su pared celular. Las diferencias residen en el porcentaje de componentes 

exógenos a las lías: restos celulares, bentonita, cristales de tartrato, que son especialmente 

abundantes en las lías de primera fermentación. Sus tamaños se sitúan alrededor de 3 μm de 

diámetro menor y 5 μm de diámetro 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 parámetros de dispersión que muestran la distribución de partículas y células 

en las lías y levaduras inactivas comerciales. Las muestras de primera fermentación son las 

más heterogéneas y las que contienen menores cantidades de células por gramo seco. Las 

lías tienen diferente densidad de células según procedan de cava o de Charmat, con unas 

concentraciones de 1,12·E10 células/gramo seco para lías de cava y de 2,76·E10 

células/gramo seco para Charmat. Aunque ambos tipos de lías muestran las típicas curvas 

gaussianas de poblaciones celulares según sus señales de dispersión, las lías del cava tienen 

alrededor de un 13 % más de partículas 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 ácidos nucleicos con diferentes características: el SYTO 13 y el yoduro de propidio. 

Prácticamente todos los tipos de células de lías se han marcado con ambos fluorocromos, lo 

que es un indicio de que la gran mayoría de células tienen las membranas alteradas debido a 

la plasmólisis. Sin embargo, las muestras de segunda fermentación del cava tenían alrededor 

del 10 % de células que podrían ser viables según resultados del marcaje por citometría. Este 

aspecto tendría que ser comprobado en futuros estudios. 

En cuanto a la caracterización composicional de lías recuperadas de la elaboración de 

vinos espumosos, se ha constatado que éstas pueden ser fuente de diversos compuestos 

susceptibles de valorización a nivel industrial, especialmente porque consisten básicamente 

en paredes celulares. En particular, las lías de primera fermentación contienen una alta 

concentración de tartratos y las de segunda fermentación una alta concentración en 

compuestos fenólicos característicos de vinos espumosos. En este sentido, se ha analizado 

por HPLC-UV la concentración de fenoles individuales que han absorbido estas lías de 

segunda fermentación, y tanto las lías de Cava como de Charmat retienen una cantidad 

importante de compuestos fenólicos típicos, como ácido caftárico, catequina y epicatequina, 

que pueden ser fácilmente desorbidos. Las lías recuperadas de vinos espumosos exhiben una 

capacidad antioxidante y unas características composicionales similares a la de los productos 

enológicos, levaduras secas inactivas, que se comercializan por sus propiedades 

antioxidantes. Los compuestos más destacables de las lías son polisacáridos (70 – 75 %) y 

proteínas (9 – 15 %). El contenido en tioles (0,04 – 0,15 %) está 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 más 

externos (manoproteínas), a los más internos (β-glucanos), analizando la composición y 

actividad antioxidante de cada fracción. En todas las muestras, las fracciones más ricas en 

compuestos proteicos han demostrado la mayor capacidad antioxidante, mientras que los 

valores más bajos han correspondido a la fracción de β-glucanos. La actividad antioxidante se 

ha correlacionado también con la cantidad de péptidos y aminoácidos libres, lo que indica 
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que tras una hidrólisis de los compuestos proteicos de la pared se incrementan sus valores 

de capacidad antioxidante. Un fraccionamiento o tratamiento en condiciones básicas suaves 

(pH 8) permite extraer más del 90% de las manoproteínas de la pared, lo que resulta 

prometedor para la purificación de estos componentes parietales de las lías con gran 

capacidad antioxidante
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6. CONCLUSIONES 

El lenguaje de la verdad debe ser, sin duda alguna, simple y sin artificios. 

-Séneca- 

La caracterización de las lías de segunda fermentación y la evaluación de su rol en la 

crianza de los vinos espumosos ha sido uno de los puntos claves en la calidad de estos vinos 

y, por tanto, de gran interés para la industria enológica. En el presente trabajo se ha intentado 

dar respuesta a la falta de información existente sobre uno de los subproductos principales 

en la elaboración de vinos espumosos: las lías de segunda fermentación. Para ello, se ha 

evaluado su rol en la crianza de diferentes vinos en condiciones enológicas reales y se han 

caracterizado en vistas a su posible revalorización 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 biológico en lías, la actividad antioxidante de los vinos 

espumosos no cambia. Sin embargo, una vez que se degüella el vino, se observa un descenso 

de la actividad antioxidante que no es atribuible al contenido fenólico. Teniendo en cuenta 

que las lías aportan una serie de antioxidantes y que la propia lía disminuye su actividad 

antioxidante durante la crianza, se puede concluir que las lías tienen un importante papel en 

el envejecimiento de los espumosos.  

-Por microscopía confocal se observa que las lías, subproducto de la elaboración de 

cava y de Charmat, mantienen incluso durante largas crianzas (meses y/o años) la estructura 

ovoide típica de la célula y la integridad de la pared. Su diámetro se sitúa entre 3 y 5 μm, algo 

inferior al tamaño medio de la levadura viable. Sin embargo, se constata la degradación 
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citoplasmática y la plasmólisis celular, tanto en las lías de segunda fermentación de cava 

como de Charmat.  

-Mediante la aplicación de citometría de flujo con fluorescencia se ha observado que 

el 90 % de las células de lías de cava y el 98 % de las células de lías de Charmat tienen las 

membranas plasmáticas rotas y son células no viables. El número de células de las lías de 

Charmat es de 2,76·1010 células/gramo seco y de 1,12·1010 células/gramo seco para el cava. 

-De los análisis de composición y actividad antioxidante de las lías se puede deducir 

que la capacidad antioxidante de las lías reside fundamentalmente en la pared. Los 

compuestos principales de estas paredes celulares son los polisacáridos (70 – 75 %) y las 

proteínas (9 – 15 %). Tras un fraccionamiento de la pared celular de lías, 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 fracción de manoproteínas.
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ANEXO I. RESULTADOS ANALÍTICOS 
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AI.1 Polifenoles 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 0 171,90 22,90 178,37 22,74 171,04 21,42 178,76 24,98 

 1 160,10 11,81 162,88 16,71 171,69 18,91 151,14 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 15,99 157,88 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.=desviación estándar; n=3. 
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AI.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 ácido cafeico/L. D.S.=desviación estándar; n=3. 
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AI.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.=desviación estándar; n=3. 
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AI.4 Actividad antioxidante medida con el método FRAP de los vinos espumosos 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 0 627,06 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: µM TEQ. D.S.=desviación estándar; n=3. 
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AI.5 Actividad antioxidante medida con el método DPPH de los vinos espumosos 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 0 197,60 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: µM TEQ. D.S.=desviación estándar; n=3. 
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AI.6 Contenido en SO2 total 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 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 5,4 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.=desviación estándar; n=3. 
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AI.7 Polifenoles totales de los vinos espumosos en envejecimiento comercial (sin lías)  

  
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 

reserva 

0 198,96 18,24 190,63 7,32 195,82 5,08 188,74 6,87 

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.=desviación estándar; n=3. 
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AI.8 Hidroxicinamatos totales de los vinos espumosos en envejecimiento comercial (sin lías) 

  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 

reserva 

0 24,00 0,14 23,40 0,42 23,70 1,98 23,60 1,41 

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 ácido cafeico/L. D.S.=desviación estándar; n=3. 
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AI. 9 Flavanoles totales de los vinos espumosos en envejecimiento comercial (sin lías) 

  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 
reserva 

0 15,50 2,27 12,10 0,71 9,80 0,94 11,30 0,57 

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.=desviación estándar; n=3. 
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AI.10 Actividad antioxidante medida con el método FRAP de los vinos espumosos en envejecimiento comercial (sin lías) 

  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 

reserva 

0 971,0 31,4 1025,7 86,9 1142,0 85,3 1210,0 25,2 

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: µM TEQ. D.S.=desviación estándar; n=3. 
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AI.11 Actividad antioxidante medida con el método DPPH de los vinos espumosos en envejecimiento comercial (sin lías) 

  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 2,7 224,4 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 

reserva 

0 251,0 25,3 231,0 28,4 229,4 15,8 241,3 9,4 

4 212,5 11,2 187,8 15,3 212,9 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: µM TEQ. D.S.=desviación estándar; n=3. 
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AI.12 Contenido en SO2 libre de los vinos espumosos en envejecimiento comercial (sin lías) 

  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 2 

 4 9 1 13 1 8 1 12 1 

 8 - - - - - - - - 

 12 - - - - - - - - 

 21 - - - - - - - - 

cava 
reserva 

0 19 2 17 0 14 1 16 1 

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 guión indica que el valor está por debajo del límite de cuantificación (6 mg/L). D.S.=desviación estándar; n=3. 
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AI.13 Contenido en SO2 total de los vinos espumosos en envejecimiento comercial (sin lías) 

  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 
reserva 

0 130 3 118 5 106 5 100 3 

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.=desviación estándar; n=3. 
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AI.14 Contenido en ácido caftárico, ácido cafeico y ácido 2-S glutationil caftárico de los vinos espumosos medidos por HPLC 

  Ácido caftárico Ácido cafeico Ácido 2-S-glutationil caftárico  

  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 
lie 

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 

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 5,05 4,93 4,87 4,57 1,45 1,39 1,52 1,43  
30 5,34 5,34 4,65 4,53 5,10 5,10 4,98 4,54 1,47 1,47 1,62 1,53 

cava 
comercial 

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 

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 
reserva 

comercial 

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 

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 

12 4,58 4,40 3,76 3,80 0,99 0,94 0,84 0,87 5,92 5,50 8,74 8,64 

30 4,14 4,17 3,32 3,38 1,09 1,01 0,86 0,89 4,76 5,66 5,45 7,20 

Charmat 
comercial 

0 3,80 3,83 3,96 4,11 0,47 0,49 0,38 0,45 2,11 2,38 2,85 3,19 

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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AI.15 Contenido en ácido fertárico y ácido p-coumárico de los vinos espumosos medidos por HPLC 

  Ácido fertárico Ácido p-coumárico 

  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 
comercial 

0 0,93 1,01 1,18 1,26 0,49 0,58 0,36 0,36 

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 
reserva 

comercial 

0 1,00 0,99 1,19 1,23 0,67 0,64 0,43 0,48 

4 0,97 0,90 1,23 1,26 0,66 0,60 0,49 0,53 

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 
comercial 

0 0,82 0,82 1,09 1,15 0,46 0,43 0,29 0,35 

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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AI.16 Contenido en ácido cis-coutárico y ácido trans-coutárico de los vinos espumosos medidos por HPLC 

  Ácido cis-coutárico Ácido trans-coutárico 

  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 
comercial 

0 0,93 1,06 2,07 2,19 1,20 1,41 1,04 1,19 

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 
reserva 

comercial 

0 1,55 1,51 1,78 1,87 1,48 1,46 1,12 1,16 

4 1,37 1,39 1,70 1,71 1,48 1,52 1,24 1,28 

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 
comercial 

0 0,85 0,85 1,08 1,13 1,07 1,10 0,85 1,18 

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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AI.17 Contenido en ácido gálico y ácido protocatéquico de los vinos espumosos medidos por HPLC 

  Ácido gálico Ácido 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 
lie 

9 4,86 17,95 7,27 2,53 16,12 16,43 15,63 16,38 

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 
comercial 

0 0,92 0,86 1,01 1,10 4,29 4,78 1,47 1,55 

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 
reserva 

comercial 

0 0,85 0,77 0,99 0,98 1,38 1,37 1,68 1,68 

4 0,85 0,77 1,00 0,90 1,31 1,35 1,66 1,69 

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 
comercial 

0 0,59 0,65 0,65 0,67 3,92 4,02 1,11 1,22 

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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AI.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 
comercial 

0 11,59 11,77 3,71 3,99 0,39 0,48 0,48 0,47 

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 
reserva 

comercial 

0 4,05 4,24 7,42 7,43 0,43 0,44 0,46 0,48 

4 3,91 4,08 7,34 7,46 0,40 0,41 0,48 0,50 

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 
comercial 

0 3,24 3,85 13,03 13,47 0,53 0,54 0,47 0,51 

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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AI.19 Número de células por gramo seco, porcentaje de células antes de la disrupción y después de la disrupción, y porcentaje de 
ruptura promedio de las muestras de lías 

 
Células/g DW         % CAD % CDD % RP 

Muestra Media D.S. Media D.S. Media D.S. Media D.S. 

1ª Fermentación 1,67E+09 2,10E+08 56 7 8 2 86 6 

2ª Fermentación 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 

                       Códigos: % CAD=porcentaje de células antes de la disrupción; % CDD=porcentaje de células después de 
la disrupción; % RP=porcentaje de ruptura promedio. D.S.=desviación estándar; n=3. 

 

AI.20 Porcentaje de sólidos, pH, y ácido tartárico de las muestras de lías 

 
% sólidos pH % Ac. tartárico 

Muestras Media DS Media DS Media DS 

1FS 68 2 3,3 0,2 78 9 

2FS 12 1 3,1 0,1 18 2 

XS 29 2 3,2 0,1 5 0 

Códigos: 1FS=lías de primera fermentación del cava antes del lavado; 2FS= lías de 
segunda fermentación de cava antes del lavado; XS= lías de segunda fermentación 
del Charmat antes del lavado. D.S.=desviación estándar; n=3.  
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AI.21 Contenidos en fenoles individuales de las muestras de lías medidos por HPLC 

  
Ác. Gálico  Tirosol  Ác. Caftárico  Catequina  Ác. Cafeico Epicatequina  Ác. Coumárico Ác. Ferúlico  

Muestra Fracción Media D.S. Media D.S. Media D.S. Media D.S. Media D.S. Media D.S. Media D.S. Media D.S. 

1ª 

Fermentación 

ES 2,0 0,4 15,4 1,6 42,9 6,1 29,1 3,8 4,2 1,0 11,2  0,7 0,0 1,7 0,1 

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 8,5 1,1 1,8 0,2 nd  nd  nd  

2ª 

Fermentación 

ES nd  nd  349,2 28,2 nd  8,7 0,3 72,5  10,0 0,7 4,2 0,5 

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 50,3 4,2 15,6 1,2 171,9  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 21,5 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: μg/g de peso seco. Códigos: ES=lía entera sucia; WY=lía entera limpia; CWY=paredes; Cyt=citoplasma. D.S.=desviación estándar; 
nd=datos por debajo de límite de detección; n=3. 

 Ác. gálico  Tirosol  Ác. caftárico  Catequina  Ác. cafeico Epicatequina  Ác. coumárico Ác. ferúlico  

LDD (mg/L) 0,05 0,26 0,05 0,25 0,03 0,23 0,02 0,03 

Límites de detección (LDD) de los fenoles con el método analítico aplicado. 
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AI.22 Contenido en polisacáridos, proteína soluble, péptidos y aminoácidos libres de las muestras de lías 

  % Polisacáridos % Proteína soluble % Péptidos % Aminoácidos 

Muestra Fracción Media DS Media SD Media SD Media SD 

1ª 

Fermentación 

WY 13,4 0,7 2,7 0,2 -  0,02 0,00 

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 

2ª 

Fermentación 

WY 72,3 6,7 8,5 0,7 -  0,05 0,01 

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 

Seca Inactiva 

WY 56,6 6,1 21,2 1,5 3,40 0,04 5,76 0,04 

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. Códigos: ES=lía entera sucia; WY=lía entera limpia; 
CWY=paredes; Cyt=citoplasma. D.S.=desviación estándar; n=3. El guion indica que la medida está por debajo del límite 
de cuantificación. 
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AI.23 Contenido en tioles totales, glutatión reducido y oxidado de las muestras de lías 

    % Tioles totales % Glutatión reducido % Glutatión oxidado 

Muestra Fracción Media D.S. Media D.S. Media D.S. 

1ª 

Fermentación 

 

WY 0,038 0,001 -  -  

CWY 0,033 0,002 -  -  

Cyt 0,015 0,002 -  -   

2ª 

Fermentación 

 

WY 0,037 0,002 -  -  

CWY 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 

Seca Inactiva 

 

WY 3,282 0,373 2,254 0,249 0,294 0,003 

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. Códigos: ES=lía entera sucia; WY=lía entera 
limpia; CWY=paredes; Cyt=citoplasma. D.S.=desviación estándar; n=3. El guion indica que la medida está por 
debajo del límite de cuantificación. 
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AI.24 Actividad antioxidante de las muestras de lías y sus fracciones 

  Folin-Ciocalteau FRAP DPPH 

  Media D.S. Media D.S. Media D.S. 

1ª 

Fermentación 

WY 10,30 1,26 3,46 0,32 8,19 0,99 

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 

2ª 

Fermentación 

WY 26,90 0,47 2,38 0,24 5,71 0,75 

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 

Seca Inactiva 

WY 35,79 7,33 8,32 0,28 13,82 2,75 

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). Códigos: WY=lía entera 
limpia; DY=lía después de la disrupción; CWY=paredes; Cyt=citoplasma. D.S.=desviación estándar; n=3. 
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AI.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.=desviación estándar; n=3.   
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AI.26 Composición en peso seco de las paredes celulares de las muestras de lías 

 % Pared (*) % Polisacáridos % Proteína % Tioles 

 Media D.S. Media D.S. Media D.S. Media D.S. 

1ª Fermentación 70 5 15,6 0,6 3,8 0,1 0,047 0,040 

2ª Fermentación 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.=desviación 
estándar; n=3.   

 

AI.27 Actividades antioxidantes de las paredes celulares de las muestras de lías antes del fraccionamiento 

 Folin-Ciocalteau FRAP DPPH 

 Media D.S. Media D.S. Media D.S. 

1ª Fermentación 22,45 0,27 5,47 1,22 12,50 0,78 

2ª Fermentación 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.=desviación estándar; n=3.  
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AI.28 Contenido en polisacáridos, proteína soluble, péptidos y aminoácidos libres de las fracciones obtenidas de la pared 

  
% Polisacáridos % proteína soluble % Péptidos % Aminoácidos libres % Tioles totales 

Muestra Fracción Media D.S Media D.S Media D.S Media D.S Media D.S 

1ª 

Fermentación 

F1 1,88 0,29 0,23 0,03 0,10 0,01 0,02 0,01 0,015 0,004 

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 -   

2ª 

Fermentación 

 

F1 20,6 2,18 1,83 0,05 2,90 0,13 0,05 0,00 0,030 0,007 

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 

Seca Inactiva 

F1 16,62 1,09 4,12 0,2 4,22 0,61 0,06 0,01 0,066 0,002 

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.=desviación estándar; n=3. El guion indica que la medida está por debajo 
del límite de cuantificación. 
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AI.29 Actividad antioxidante de las fracciones obtenidas de las paredes celulares de las lías 

  Folin-Ciocalteau FRAP DPPH 

Muestra Fracción Media D.S. Media D.S. Media D.S. 

1ª 

Fermentación 

F1 5,23 0,20 3,28 0,25 1,85 0,03 

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 

2ª 

Fermentación 

F1 13,09 0,65 3,18 0,47 3,42 0,13 

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 

Seca Inactiva 

F1 11,06 0,24 0,83 0,09 0,64 0,08 

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.=desviación estándar; n=3. 
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AI.30 Contenido en polisacáridos, proteína soluble, péptidos, aminoácidos libres y tioles de los precipitados (P) y sobrendantes (S) 
obtenidos con los dos tratamientos para la obtención de manoproteínas 

   % Polisacáridos % Proteínas % Péptidos % Aminoácidos % Tioles 

Muestra  Tratamiento Fracción Media D.S. Media D.S. Media D.S. Media D.S. Media D.S. 

2ª 
Fermentación 

30 mM P 63,3 1,6 0,75 0,44 0,02 0,00 0,09 0,01 0,015 0,001 

30 mM S 15,8 0,5 8,73 0,33 0,78 0,05 0,04 0,00 0,027 0,012 

β-Glu P 49,1 2,4 5,16 0,21 0,01 0,00 0,01 0,00 0,022 0,003 

  β-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 0,3 13,36 1,53 0,47 0,03 0,01 0,01 0,069 0,010 
 β-Glu P 50,7 0,7 9,88 1,17 0,03 0,00 0,01 0,00 0,087 0,004 

  β-Glu S 18,2 1,1 4,35 0,34 0,06 0,00 0,02 0,00 0,074 0,021 

Levadura 
Seca Inactiva 

30 mM P 43,1 1,4 9,29 0,21 0,03 0,01 0,01 0,00 0,167 0,054 

30 mM S 12,1 1,2 12,91 0,28 0,54 0,02 0,07 0,01 0,291 0,030 

β-Glu P 42,8 2,3 18,84 0,89 0,06 0,00 0,02 0,01 0,286 0,017 

  β-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. Códigos: 30 mM=tratamiento básico suave; β-Glu=tratamiento con β-
Glucanasa. D.S.=desviación estándar; n=3.  
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AI.32 Actividad antioxidante de los precipitados (P) y sobrenadantes (S) obtenidos con los dos tratamientos para la obtención de 
manoproteínas 

   Folin-Ciocalteau FRAP DPPH 

Muestra Tratamiento Fracción Media D.S. Media D.S. Media D.S. 

2ª 

Fermentación 

30 mM P 44,81 2,12 3,44 0,61 5,05 0,08 

30 mM S 6,03 0,44 1,16 0,23 0,95 0,06 

β-Glu P 13,34 1,77 1,05 0,07 2,54 0,04 

 β-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 

 β-Glu P 17,33 1,99 2,31 0,23 5,74 0,11 

 β-Glu S 58,36 3,62 6,11 0,43 14,59 0,61 

Levadura 

Seca Inactiva 

30 mM P 36,18 0,61 0,40 0,02 2,85 0,19 

30 mM S 18,16 0,84 0,06 0,01 1,17 0,16 

β-Glu P 3,68 0,81 0,00 0,00 0,60 0,03 

 β-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). Códigos: 30 mM=tratamiento básico suave; 
β-Glu=tratamiento con β-Glucanasa. D.S.=desviación estándar; n
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ANEXO II. CROMATOGRAMAS 
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AII.1 Cromatograma a 329 nm de las lías de segunda fermentación del Charmat antes del lavado 
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AII.2 Cromatograma a 279 nm de las lías de segunda fermentación del Charmat antes del lavado 
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ANEXO III. IMÁGENES DE MICROSCOPÍA 
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AIII.1 Imágenes de microscopía de transmisión electrónica de lías de segunda fermentación del cava 

 

Lías antes de la disrupción: A, B y C; fracción citoplasma: D.  
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AIII.2 Imágenes de microscopía de transmisión electrónica de las paredes de lías de segunda fermentación del cava después de la 
disrupción 
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AIII.3 Imágenes de microscopía confocal de las lías de segunda fermentación del cava 
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AIII.4 Imágenes de microscopía confocal de las lías de segunda fermentación del Charmat 
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