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Resumen

La elaboracion del cava supone dos tipos de fermentaciones, principalmente llevadas a
cabo por la levadura S. cerevisiae. Una vez finalizada la primera fermentacion se obtiene el
vino base, que se embotella afiadiéndole las levaduras seleccionadas y el azlcar para que
tenga lugar la segunda fermentacién. Durante esta fermentacién, parte de la levadura se
lisa comunicando al vino nuevas caracteristicas que afectan al sabor, a la suavidad y al
cuerpo del cava. Es en esta etapa donde se forma CO, y el cava adquiere la espuma que lo
caracteriza. Al final del periodo de crianza es necesario eliminar la levadura a fin de que el
cava tenga un aspecto totalmente limpio, mediante la operacién de removido y degielle.

La utilizacién de levaduras inmovilizadas permite eliminar la operacion de removido y
facilita la sedimentacién de las lias, ademas evita el uso de clarificantes en el tiraje.

El objetivo de este trabajo es evaluar cdmo afecta el uso de levaduras inmovilizadas en
chips de roble y en celulosa sobre el perfil aromatico del cava. Para el analisis de los
compuestos volatiles se utiliza la técnica de Cromatografia de gases. Se dispone de un total
de 9 muestras distintas, todas por triplicado. Se parte de dos levaduras, una comercial y
otra ecoldgica y de dos soportes, chips de roble y celulosa.

Los resultados muestran que el tipo de soporte de inmovilizacidn, asi como la levadura
utilizada para la toma de espuma, afectan al perfil aromatico del cava. En ambas levaduras,
comercial DV y ecolégica 55A, el tipo de soporte de inmovilizacion que mas favorece al
perfil aromatico son los chips. En el caso de la levadura comercial DV, los chips producen
mas cantidad de ésteres y menos de alcoholes y acidos, viéndose favorecidos los aromas
frutales. En la levadura ecoldgica 55A, los ésteres se encuentran en mayor cantidad cuando
se utiliza la celulosa como soporte, pero también aparecieron los alcoholes, cediendo
protagonismo a los aromas desagradables, asi pues al utilizar chips se mejora el perfil
aromatico y ademas se produce mas lactonas y mas aldehidos.

Por ultimo, en la toma de espuma con las levaduras libre, los cavas fermentados con la
levadura ecoldgica 55A presentaron una mayor cantidad de ésteres, beneficiando al aroma
del cava.

Palabras clave: cava, levaduras, aromas

Abstract

Cava production involves two types of fermentation, mainly carried out by S. cerevisiae
yeast.

After the first fermentation is finished a base wine is obtained. It is bottled and selected
yeasts and sugar are added so that the second fermentation can take place. During this
fermentation the yeast is lysed providing the wine with new features that affect flavor,
smoothness and body of the cava. It is at this stage where CO2 is formed and the cava
acquires the fizziness that is characteristic of cava. At the end of ageing period it is
necessary to remove the yeast in order for the cava to look completely clean, by riddling
and disgorging operation.

The use of immobilized yeast allows us to skip the operation and facilitates sedimentation
removed lees also spares us the use of clarifying agents in the circulation.



The aim of this study is to evaluate how the use of immobilized yeast in oak chips and
cellulose affects the aromatic profile of cava. For the analysis of volatile compounds gas
chromatography is used. 9 different samples were analysed, 3 times each. Two types yeasts
were used, a commercial one and an ecological one and two mediums were used, oak chips
and cellulose.

Results show that both type of immobilization support and yeast used for making foam
affect to the cava's flavor profile. On both yeast samples, organic 55 A and commercial DV,
the type of immobilizing support that was most favorable for the aromatic profile were the
chips. For commercial yeast DV, chips contributed to increased esters production as well as
a decrease of alcohol and acids, promoting the fruit flavors.

In organic yeast 55A, esters are found in greater quantity when is used cellulose as a
support, but alcohols were also found appeared alcohols, causing unpleasant aromas.
When using chips, aromatic profile is improved as well as more lactones and aldehydes are
produced.

Finally, when making foam using free yeasts, cava fermented with organic yeast 55A had a
higher amount of esters, benefiting the aroma of cava.

Key words: cava, yeast, aromas
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1. INTRODUCCION

El cava es un vino espumoso natural de calidad obtenido a partir de la segunda
fermentacién de un vino, y al que se le han anadido azlcares y levaduras. La “Region del
Cava” esta formada por un total de 159 municipios de las provincias de Barcelona (63),
Tarragona (52), Lleida (12), Girona (5), La Rioja (18), Alava (3), Zaragoza (2), Navarra (2),
Valencia (1) y Badajoz (1), que en su conjunto configuran la zona de produccién delimitada
del Cava y, por tanto, son los Unicos con plena capacidad legal para producir este tipo de
vino espumoso y comercializarlo bajo este nombre.

En la elaboracién del cava, la vendimia se puede realizar a mano o a maquina. Si se
vendimia a maquina, es muy importante controlar la temperatura, por lo que cada vez mas
se realiza de noche. Una vez descargada la uva, la pasta entra en el interior de la prensa en
la cual se realizaran diferentes presiones a fin de obtener la primera fraccién del mosto flor.

El mosto flor es el mosto de mayor calidad, este se enfria y se introduce en los tanques de
acero inoxidable para realizar la clarificacién o desfangado que consiste en separar las
particulas sdlidas que hayan podido pasar al mosto flor. Una vez la fraccién del mosto esta
limpia, se adicionan levaduras seleccionadas para iniciar la fermentaciéon. Durante este
proceso, las levaduras transforman el azlcar natural de la uva en alcohol y anhidrido
carbdnico obteniendo los vinos base cava monovarietales. Segun el Reglamento del Cava,
de 1 kg de uva, solo se pueden obtener hasta 0,67 litros de vino base Cava.

Posteriormente se realiza la clarificacion, que consiste en eliminar el aspecto turbio que
provoca la presencia de particulas en suspension procedentes de la fermentacién para
conseguir un vino completamente limpio y libre de impurezas. Para su mejor conservacion
y mantener sus cualidades a lo largo del tiempo, el vino se estabiliza en frio antes de la
segunda fermentacion.

A continuacion se realiza el tiraje, operacién que consiste en el llenado de las botellas con
vino base y el denominado “licor de tiraje”, compuesto de levaduras y azucar. Estas
provocardn la segunda fermentacion dentro de la misma botella. Las botellas pueden ser
tapadas con un obturador y chapa o bien con un tapdn de corcho y grapa (especialmente
para los cavas de larga crianza). Estas botellas se depositan en la cava (en oscuridad) donde
se colocan en posicién de “rima” (en horizontal).

Al finalizar la segunda fermentacion, la levadura muere y se deposita en el fondo de la
botella, iniciando el proceso de crianza, que es el tiempo de contacto de las levaduras con
el Cava. Este tiempo es de un minimo de 9 meses, sin existir un limite maximo. A partir de
los 15 meses de crianza, se produce un fendmeno, es el denominado proceso de “autolisis”
y supone que las células de levadura que conforman las lias empiezan a ceder componentes
al cava, aportando los denominados “aromas terciarios”, tales como aromas a frutos secos,
tostados, bolleria, toffee, caramelo... Este proceso aporta mayor complejidad al cava y es
caracteristico de los cavas de mayor crianza, como los Cavas Reserva y Gran Reserva.

Finalizada la crianza del cava se realiza el removido, que consiste en desplazar los
sedimentos (restos de levaduras) causados por la segunda fermentacion, hasta el cuello de
la botella. El removido puede realizarse de forma manual (pupitres) o mecanica (giropalets).

Una vez realizado el degtielle, se afiade el licor de expedicion. El licor de expedicién puede
estar formado de azucares, vinos base y en funcion del cavista, de distintos destilados
vinicos (vinos afiejados en barricas, etc.) que aportan al cava un bouquet particular. Una vez



introducido el licor de expedicidn, se tapa la botella con el corcho definitivo, se afiade el
bozal, se viste con capsula, etiquetas y el sello de control para su expedicion final.

El perfil volatil de los vinos es muy complejo ya que estda compuesto por una gran cantidad
de moléculas. Es importante seguir unos criterios de seleccién de levaduras adecuados, asi
como conocer las diferencias de produccién de volatiles entre cepas de levaduras distintas
para asi poder obtener el vino deseado. Los principales componentes que forman las
levaduras son aldehidos, alcoholes superiores, acidos grasos y sus ésteres, y compuestos
fendlicos de molécula sencilla. (Dizy, 1983).

La variedad de uva, las levaduras responsables de llevar a cabo la primera y segunda
fermentacioén y el tiempo de envejecimiento son algunos de los factores que mas influyen
en el perfil aromatico del cava (Bosch-Fusté et al., 2007).

La principal caracteristica de las levaduras seleccionadas para la primera fermentacién es
gue tienen que ser capaces de convertir el azlcar presente en el mosto en etanol en la
mayor brevedad posible. Sin embargo, el objetivo de las levaduras que se aifiaden en el licor
de tiraje es conseguir una uniformidad en el producto final, asi como unas caracteristicas de
sabor, aroma y cuerpo determinadas. La presencia de ésteres le dard notas frutales al vino,
sobre todo los acidos grasos de cadena corta. Sin embargo, si los alcoholes superiores o los
fenoles volatiles se encuentran en altas concentraciones pueden llegar a provocar olores
desagradables (Suarez-Lepe, 2002). Algunos de los criterios a seguir para la seleccion de
levaduras en relacion al perfil volatil de los vinos son producciones bajas de alcoholes
isoamilicos, acetato de etilo y metanol.

Los aromas presentes en el vino han sido clasificados por numerosos autores a lo largo del
tiempo en varios grupos, atendiendo a su origen (Guadalupe, 2008):

-Aromas procedentes de la uva: influira la variedad de la uva utilizada. (Hernandez-Orte et
al., 2002)

-Aromas secundarios de la uva: son los aromas que se desarrollan durante la
transformacion de la uva en mosto.

-Aromas fermentativos: los que tienen lugar durante la fermentacion. El principal
compuesto que procede de la fermentacion malolactica es el diacetal, que le confiere al
vino un aroma a mantequilla (Nielsen y Richelieu, 1999). Otros compuestos que proceden
de la fermentacién son los ésteres. Se forman a partir de la actividad metabdlica de
azucares, lipidos y acetil-CoA. Los acidos organicos también forman parte de este grupo, se
distinguen los acidos grasos de cadena corta (C2-C6), que provienen directamente de la
fermentacion, y los de cadena larga (C8-C14) que resultan de la sintesis de los lipidos de la
levadura. Todos ellos le dan un aroma desagradable al vino, como a rancio, leche agria y
vinagre. Por ultimo, otros compuestos producto de la fermentacidon son los alcoholes
superiores, que se forman a partir del metabolismo de los lipidos. Se diferencian dos tipos:
los alifaticos (propanol, alcohol isoamilico e isobutanol) y aromaticos como el 2-feniletanol,
éste, se encuentra en la uva en pequefias cantidades, y es durante la fermentacion cuando
aumenta su concentracion en el cava formandose a partir de la 2-fenilalanina. (Lasanta,
2009).

-Aromas de maduracién: son los aromas que adquiere el vino durante la etapa de crianza,
bien en la barrica o en la botella.

Como ya se ha comentado, es durante el envejecimiento del cava cuando se produce la
autolisis de las levaduras. Es un proceso lento asociado a la muerte celular, donde los



enzimas hidroliticos liberan al medio péptidos, nucledtidos, aminoacidos, acidos grasos, etc.
gue pasan a formar parte de la composicién del cava. Los factores que favorecen la autolisis
son las temperaturas elevadas, pH, contenido en etanol y la cepa de levadura. (Alexandre et
al., 2006).

Origin Compound type Proven or potential impact References
on sparkling wine

i Leroy et al. (1990)
— Nucleoside 1 y . N : D
Nucleotide Flavouring agent L arpentier et al. (2005)
Courtis et al. (1998)

Amino acid Aroma precursors Feuillat and Charpentier (1982)
Peptide J—Lmam quality H Moreno-Arribas et al. (2000)
Cell content —— Protein Sweet and bitter taste Malvy et al. (1994)

. Sweet and bitter taste
Protein _[ . }— Polo et al. (1992)
Foam quality
Lipids —————Foam quality ——— Gallartetal. (2002)
. . Andres-Lacueva et al. (1997)
. — Glucan Foam quality 4[ .
Cell wall — Moreno-Arribas et al. (2000)

L Mannoprotein —————Increase in mouthfeel —————  Bertuccioli and Ferrari (1999)

Figura 1. El origen de los componentes liberados durante la autolisis de las levaduras y su
impacto en el cava. Fuente: Alexandre et al., 2006

En la Figura 1, se muestra la influencia de los compuestos liberados durante la autolisis en
las caracteristicas organolépticas del cava. Como puede observarse, los componentes mas
comunes que se liberan al medio durante la autolisis de las levaduras son compuestos
nitrogenados (aminodcidos), polisacaridos (glucanos y manoproteinas de la pared celular se
degradan en glucosa y manosa), acidos grasos (formados a partir de la degradacién de
lipidos, pueden influir en la formacién de ésteres, aldehidos y otros componentes volatiles),
vitaminas, y otros compuestos volatiles (ésteres, terpenos, alcoholes superiores, entre
otros) (Dharmadhikari, 1995). Estos compuestos provocan cambios significativos en la
calidad sensorial del cava (Martinez—Rodriguez et al., 2001).

La pared celular de Saccharomyces estd compuesta de manoproteinas (polisacaridos de alto
peso molecular conjugados con proteinas) formando una red junto con fibras de glucanos y
quitina (Pretorius, 2000). En su ruptura, durante el proceso de autolisis que tiene lugar
después de la muerte celular, esta involucrada la accion de las B-glucanasas que hidrolizan
el enlace B-O-glucosidico de las cadenas de B-glucano, dando lugar a la liberacion de
glucosa y oligosacaridos (Dubourdieu et al., 1981). Como consecuencia de la ruptura de la
pared celular varios compuestos citoplasmaticos y parietales se liberan en el vino
espumoso, que pueden modificar sus propiedades organolépticas y espumantes con
efectos positivos sobre las caracteristicas del producto (Alexandre et al., 2006; Pozo-Bayodn
et al., 2009).

Asi pues, las levaduras utilizadas en la segunda fermentaciéon del cava, influyen
notablemente en la calidad del producto final, en su sabor, color y aroma. Dependiendo del
uso de la cepa de levadura, variara la velocidad de la fermentacion, la naturaleza y cantidad
de los productos secundarios que se forman durante la fermentacién alcohdlica, asi como
los compuestos cedidos por la pared celular de las levaduras (Ribéreau- Gayon et al., 2000).

En los ultimos afios, en el ambito cientifico ha ido en aumento el interés por el estudio de la
inmovilizacién de células y levaduras, debido a la gran cantidad de ventajas, tanto técnicas
como econdmicas, que conlleva en cuanto a la fermentacién.

Karel et al., (1985) definieron este término como “el confinamiento fisico o localizacién de



las células intactas a cierta regiéon del espacio con la preservacion de alguna actividad
catalitica”

Segun Fajardo-Ochoa et al., (2011) el término inmovilizacién de células y enzimas se refiere
a células y enzimas fisicamente confinadas o localizadas en una cierta regién definida en el
espacio reteniendo sus propiedades y actividades cataliticas. Asimismo, dependiendo del
tipo de inmovilizacidon tanto las células como las enzimas pueden ser inmovilizadas de
forma permanente o temporal para ser utilizadas repetida y continuamente en diversos
proceso quimicos.

Suarez-Lepe e Iiigo-Leal (2004) definen las levaduras inmovilizadas como “biocatalizadores
localizados fisicamente en un espacio definido, de tal manera que se pueden emplear de
forma repetitiva y continua, conservandose su capacidad metabdlica”.

Algunas de las ventajas que supone el uso de levaduras inmovilizadas son una realizacién
viable de procesos continuos, un aumento del rendimiento de la fermentacion y una
estabilidad celular (Margaritis and Merchant, 1984; Stewart and Russel, 1986).

En el proceso de elaboracién del cava, una de las grandes ventajas de este técnica es la de
suprimir la etapa de removido durante la elaboracién, puesto que la clarificacion es mas
rapida y las levaduras sedimentan antes. Esto supone un gran ahorro econémico, asi como
un menor tiempo de elaboracidon y menos espacio de almacenamiento en bodega. Ademas,
mejora la fermentacion bajo las condiciones de alta presion, baja temperatura, y contenido
en etanol. Sin embargo, una posible desventaja de la inmovilizacién de las levaduras es la
fuga de las células del soporte, quedando en suspension en el cava y anulando todas las
ventajas anteriores (Tataridis et al., 2005).

Estudios realizados inmovilizando levaduras en perlas de alginato, mostraron algunas fugas
de levaduras debido a un crecimiento celular en el interior de las perlas, ocasionado por la
baja concentracién de levaduras en su interior, liberando CO, en grandes cantidades que
provocaron erupciones en la superficie de la perla (Godia et al., 1991). Otro factor que
puede provocar la ruptura de las perlas es la temperatura. Una posible solucién a esta fuga
de células es la propuesta por Park and Chang (2000) en la que se inmovilizan las células en
perlas de alginato de 2mm con 2-10° células/mL de gel.

Los soportes de inmovilizacién deben seleccionarse teniendo en cuenta ciertas
caracteristicas que deben cumplir, como ser de uso alimentario, econdmicos, y que sean
capaces de soportar las condiciones de temperatura, pH, presion y contenido en etanol a
las que van a ser expuestos (Bakoyianis et al.,, 1996; Bardi y Koutinas, 1994; Fumi et al.,
1987; Shimobayashi y Tominaga, 1986).

Existen varios métodos de inmovilizacidon de levaduras (Figura 2), que pueden dividirse en
cuatro modelos (Pilkington et al., 1998):

a) Inmovilizacién en la superficie de un soporte sélido: las células se adhieren a la
superficie del sdlido gracias a las fuerzas electrostaticas o a la union covalente entre la
membrana celular y el soporte. (Kourkoutas et al., 2004). Algunos ejemplos de soportes
solidos utilizados son los materiales celulésicos como DEAE-celulosa (dietilaminoetil-
celulosa), madera y serrin, materiales inorganicos, como por ejemplo montmorillonita
(mineral del grupo de los silicatos), porcelana y vidrio poroso. (Norton y D’Amore, 1994;
Navarro y Durand, 1977)

b) “Atrapamiento” dentro de una matriz porosa: este atrapamiento se puede realizar
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de dos maneras: una es que las células van penetrando poco a poco en la matriz porosa
hasta que ésta esta obstruida por la presencia de las células, o que un cultivo celular forme
el material poroso. Ejemplos de este tipo son el atrapamiento de células en geles de
polisacaridos como alginatos, k-carragenina, agar, quitosano o matrices poliméricas como
gelatina, colageno y alcohol polivinico (Norton y D’Amore, 1994). El crecimiento celular en
la matriz porosa dependera de la difusividad impuesta por la porosidad del material.

c) Floculacion de células: agregacion de células para formar grandes unidades. Los
hongos, mohos y células vegetales son los que mayor habilidad presentan para agregarse.
d) Células contenidas detras de una barrera: este método se puede llevar a cabo de

tres formas distintas: mediante el uso de un filtro de membrana microporosa, mediante el
atrapamiento de células en microcapsulas o por la inmovilizacion celular en una superficie
de interaccion entre dos liquidos inmiscibles. Un ejemplo del primer método es el conocido
como “Millispark”, donde las levaduras van contenidas en el interior de un cartucho.

(A1) (A2) (A3)

PRPPD

AT
Electrostatic binding
on a surface

Covalent binding
on a surface

Entrapment within a
porous matrix

(D1)

Natural flocculation
(Aggregation)

(D2)

Artificial flocculation
(cross-linking)

(D3)

PR Y S
IEEEEEEEEEN

KE) B8

Interfacial
between microporous

Microencapsulation "
microencapsulation

membranes
Y Insoluble carrier a. IMMOBILIZATION ON THE
e SURFACE OF A SOLID CARRIER
Liguid phase
:] Porous matrix b. ENTRAPMENT WITHIN A POROUS

MATRIX
mmmmnnn Microporous membrane
¢. CELL FLOCCULATION

Bifunctional reagent (AGGREGATION)

(cross-linker)
LD E Electrostatic forces d. MECHANICAL CONTAINMENT
BEHIND A BARRIER

Figura 2. Tipos de inmovilizacion de levaduras. (A) Inmovilizacion de las
levaduras en un soporte sélido: Al: Adsorcion en la superficie. A2: Union
por las fuerzas electrostaticas. A3: Union por enlaces covalentes. (B)
Atrapamiento dentro de una matriz porosa. (C) Floculaciéon de células: C1:
Floculacion natural. C2: Floculacién artificial (entrecruzamiento). (D)
Células contenidas detras de una barrera: D1: Microencapsulaciéon. D2:
Microencapsulacion interfacial. D3: Contenidas entre membranas
microporosas. Fuente: Kourkoutas et al., 2004



2. OBIJETIVOS

El proceso de removido de las botellas, mediante giropalés y/o pupitres, es efectivo,
aunque también exige tiempo, espacio fisico importante en la bodega e inversién
econdmica. La fase de removido dura entre cuatro y cinco dias si se usan giropalés, y hasta
una semana si se emplea el tradicional sistema de pupitres. La utilizacién industrial de
levaduras inmovilizadas para la segunda fermentaciéon por el método tradicional puede
reducir y simplificar la etapa de removido y el proceso de degielle.

El empleo de levaduras inmovilizadas reduce los requerimientos de espacio en cava al
menos a la mitad y disminuye el coste de la etapa de removido en un 80%. El método de
inmovilizacidn es un sistema totalmente organico y natural. La unién de las levaduras con el
medio que actua de soporte es un proceso no forzado, por lo que la actividad catalitica de
las levaduras no sufre ningun tipo de alteracion. Estudios previos demuestran que el tiempo
de fermentacién no resulta afectado: no existen diferencias significativas entre utilizar
levaduras libres o inmovilizadas.

Ademas, el hecho de no tener que utilizar bentonita para facilitar el aclareo hace que la
calidad de la espuma no se vea afectada, sin duda otra de las ventajas de este método que
promete, entre otras cosas, prescindir del material que se necesita para la fase de removido
y que ocupa demasiado espacio en las cavas, anular casi toda la fase de aclareo, reducir
parcialmente el tiempo de elaboracidon del cava y acelerar la dindmica comercial del
producto, si asi se desea. Esto puede ser util en el caso de cavas jovenes.

El objetivo del presente trabajo es estudiar cdmo afecta la utilizacion de levaduras
inmovilizadas en la segunda fermentacion del cava sobre su composicion aromatica. Para
ello se ha utilizado una levadura comercial (Saccharomyces cerevisiae DV) y otra ecoldgica
(Saccharomyces cerevisiae Enolab 55a). Como soporte de inmovilizacidn se utilizé chips de
roble de la Peninsula Ibérica (Quercus pirenaica) sin tostar (Spirit NATURE, Agrovin S.A.) y
Celulosa (Radicel 200, Agrovin, S.A).



3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Microorganismos

Para el estudio se han utilizado las cepas Saccharomyces cerevisiae Enolab 55A (una
levadura de origen ecolégico) y Saccharomyces cerevisiae DV de origen comercial para la
segunda fermentacion del cava.

3.2 Inmovilizacion de las levaduras

3.2.1 Soportes de inmovilizacion

Como soporte de inmovilizacidn se utilizé chips de roble de la Peninsula Ibérica (Quercus
pirenaica) sin tostar (Spirit NATURE, Agrovin S.A.) y Celulosa (Radicel 200, Agrovin, S.A)

3.2.2 Inmovilizacion de levadura mediante liofilizacion

Se cultivo las levaduras enolédgicas en medio de cultivo GPY liquido hasta alcanzar una
concentracién de 2x109 UFC/mL. Se centrifugd el cultivo a 8000 rpm durante 15 min
(Heraeus Multifuge 1 S-R) y se elimind el sobrenadante. Se realizd la incubacion en
agitacién de una mezcla compuesta por el 7% de biomasa celular, 15% chips de
roble/celulosa y 78% de crioprotector durante 30 min para promover la adherencia de las
levaduras al soporte. A continuacion se realizé una mezcla de almidén en agua al 8% vy se
calienta a 90°C hasta conseguir una consistencia de gel, cuando la temperatura bajo hasta
45°C se anadidé a la mezcla el inmovilizado. Seguidamente se congeld el inmovilizado y se
liofilizé. El cultivo iniciador liofilizado se conservé a 42C en oscuridad y al abrigo del aire. La
inmovilizacién de la levadura se comprobé mediante microscopia electrénica (JSM-6300
scanning electron microscope).

3.2.3 Evaluacion de la concentracion de células viables inmovilizadas

En primer lugar se realizdé un recuento de células viables por gramo de biomasa obtenida
(UFC/g) (tras su cultivo en GPY y centrifugacion) mediante siembra de diluciones seriadas
en placas de GPYA. Teniendo en cuenta el peso total himedo obtenido al incluir el soporte
de inmovilizacidon y almidén se calculé el nimero de células por gramo de inmovilizado.
Tras la liofilizacién o secado se calculd el porcentaje de células viables y células muertas
mediante el kit LIVE/DEAD Baclight bacterial Viability Kit (Invitrogen). Se observaron las
muestras a 100X con aceite de inmersion en un microscopio de fluorescencia (Leica).

3.3 Segunda fermentacion en cava con células libres e inmovilizadas

Se repartid el vino base (Macabeo y Chardonnay, ASv= 11%) en botellas de cava
transparentes, al que se le afiadio licor de tiraje (12 g/L de glucosa y 12 g/L de fructosa). Las
botellas se inocularon con las levaduras inmovilizadas en chips de roble/celulosa (1 g/L que
correspondia aproximadamente a 2x106 UFC/mL) o con un cultivo de células libres (2x106
UFC/mL) y se realizé una crianza de 9 meses en botella. Los experimentos se realizaron por
triplicado. El consumo de azlcares y la formacién de etanol durante la fermentacién se
analizé mediante un equipo de HPLC (Agilent serie 1200), AMINEX HPX-87H (BIORAD). La
fase movil consistid en una solucion de 0.75 ml de H3PO4 al 85%. La formacion de
compuestos aromaticos se realizé mediante un equipo cromatografia de gases.



3.3.1 Evaluacion del comportamiento de la levadura inmovilizada durante la
segunda fermentacion del cava

Con el fin de comprobar la efectividad del proceso y del producto desarrollado, se inoculé
el cultivo de levadura inmovilizada en chips de roble/celulosa en el vino base y se comparé
con la inoculacién de células libres. La fermentacién se desarrollé consumiéndose los
azucares en aproximadamente 60 dias y aumentando el grado alcohdlico en 1.5%.

Durante los 9 meses de crianza en la botella, las levaduras inmovilizadas se depositaron sin
ayuda de adyuvantes como la bentonita. En el removido todos los restos de levadura
inmovilizadas se situaron en el cuello de la botella lo que permitid un correcto degiielle.
Tras el deglielle, el cava ya listo para ser consumido, presentd un aspecto transparente y sin
restos del cultivo iniciador inmovilizado. Se analizaron un total de 9 muestras de cava
distintas, todas por triplicado. Para la segunda fermentacién en botella se afiadieron tres
tipos de levaduras: DV Comercial, 55 A ecoldgica y DV Bodega (Control levadura comercial
inoculada por la bodega).

En la Tabla 1 aparecen los 9 cavas elaborados con las diferentes levaduras y sistemas de
inmovilizacién. Todos los cavas se elaboraron por triplicado.

LEVADURA INMOVILIZACION
DV comercial Libre

DV comercial Chips

DV comercial Celulosa

55 A ecoldgica Libre

55 A ecoldgica Chips

55 A ecoldgica Celulosa

Bodega Libre

Bodega Chips

Bodega Celulosa

Tabla 1. Muestras de Cava elaboradas con las distintas levaduras vy el
soporte de inmovilizacion utilizado.

3.4 Compuestos volatiles

Para la determinacién de los compuestos volatiles en los cava elaborados se utilizé un
Cromatdgrafo de gases HP—6890 dotado de detector de ionizacion de llama, equipado con
una columna capilar HP-INNOWax (Crosslinked Polyethylene Glycol) de 60 m de longitud,
0,25 mm de didmetro interno y como gas portador H,.

Las condiciones de trabajo fueron: temperatura del inyector y detector de 3009C, la
relacion Split de 1:75, que es la cantidad de muestra que se va a introducir en la columna.
El flujo de hidrégeno de 40 mL/min, y el flujo de aire de 450 mL/min, presion de nitrégeno
en cabeza de inyector de 15 p.s.i.



Figura 3. Cromatdgrafo de gases con generador de hidrégeno

La metodologia utilizada para la extraccién de los componentes volatiles del cava fue la
propuesta por Ortega et al., (2001) con las modificaciones especificadas por Hernandez-
Orte et al., (2014).

Para la preparacion de las muestras se llevd a cabo el siguiente método:

* 4.05 gramos de sulfato de amonio

¢ 2.7 mLde vino (cava)

* 6.3 mLde agua miliQ

* 0.25 mLdiclorometano

* 20 pl del patrén interno (2-butanol, 4-metil-2-pentanol y 2-octanol en 100 mL de
etanol)

* Se prepararon las muestras en tubos de plastico de 15 mL con tapdn de rosca y se
agitaron con un agitador horizontal con un bafio con agua a 15 °C durante 120
minutos a 75 rpm.

Tras la agitacidén, se centrifugaron las muestras. La centrifugacién, segin Ortega et al.
(2001), se realizaba a 2500 rpm durante 10 minutos, pero, tras varios ensayos en el
laboratorio y atendiendo a las caracteristicas de la centrifuga se modificaron dichos
parametros: se aumentaron las rpm a 4000 y el tiempo a 15 minutos. De esta forma, se
observé que la separacion de las fases en las muestras mejoraba considerablemente y se
facilitaba asi la separacién del disolvente (diclorometano).

Una vez finalizada la centrifugacién de los tubos y separadas eficazmente las dos fases, se
extrajo el diclorometano del fondo del tubo con una jeringuilla de vidrio de 1 mL y se
introdujo en un vial.

De cada muestra se realizaron dos extracciones y de cada una de ellas se realizaron dos
determinaciones cromatograficas.



4. TRATAMIENTO ESTADISTICO

El tratamiento estadistico de los resultados obtenidos en el cromatégrafo de gases se
realizé con el programa STATGRAPHICS Plus 5.1. Para ello, se hizo un andlisis de la varianza
(ANOVA) para ver si habia diferencias significativas entre los diferentes soportes de
inmovilizacién utilizados para los dos tipos de levaduras.

Para precisar entre qué factores existen diferencias significativas (levaduras o soportes de
inmovilizacién) se establecieron intervalos LSD (“Least Significative Difference”) con niveles
de significancia del 95% (p < 0,05).

Al comparar los resultados se indican con una misma letra los valores que no son
significativamente diferentes y, con una letra distinta en caso contrario.

El andlisis de Componentes Principales (PCA) también fue realizado mediante el programa
Statgraphics 5.1.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Influencia del tipo de levadura y del soporte de inmovilizacién sobre el perfil
aromatico del cava.

El metabolismo de las levaduras produce habitualmente alcoholes superiores, aldehidos,
acidos grasos y ésteres, compuestos azufrados, e incluso compuestos fendlicos de molécula
sencilla (Dizy, 1983), y algunas cepas son capaces de formar terpenos (Schreier, 1984). Su
fisiologia esta légicamente condicionada por los agentes fisicoquimicos durante la
fermentacién (Soumalainen et al., 1979), dependiendo también de sus caracteristicas
genéticas (Soles et al.,, 1982; Ciolfi y Di Stefano, 1983). Estos compuestos aparecen
principalmente como productos secundarios durante la fermentacién gliceropiruvica,
particularmente los alcoholes, ésteres y acidos volatiles, lo que confiere a las levaduras un
papel importante en el aroma del vino. Los alcoholes y los ésteres son los mas importantes
cuantitativamente. Su impacto en el aroma no es el mismo. Los alcoholes son compuestos
qgue individualmente no presentan olor marcado, pero cuando estan diluidos refuerzan el
aroma. Los ésteres contribuyen fuertemente al aroma frutal de vinos jévenes,
principalmente los ésteres de acidos grasos de cadena corta.

Los resultados del analisis ANOVA de los compuestos aromaticos con los distintos factores:
tipo de levadura (Comercial DV y Ecoldgica 55A) y soporte de inmovilizacion (chips y
celulosa) se muestran en las Tablas 2 y 3. Como la interaccién entre los dos factores es
significativa para la mayoria de compuestos estudiados, se ha analizado el efecto de la
inmovilizacién para cada levadura por separado.

Se han determinado 32 compuestos volatiles en los cavas cuya segunda fermentacién se ha
realizado por el sistema tradicional en el cual las levaduras estan libres, y con levaduras
inmovilizadas en dos soportes, chips de madera y celulosa, para determinar si la
inmovilizacién y el tipo de soporte influye en la concentracidn de volatiles en el cava.

Como se aprecia en las Tablas 2 y 3, la inmovilizacién de las levaduras para la toma de
espuma del cava afecta significativamente a la concentracion de 20 de los compuestos
volatiles analizados cuando se utiliza la levadura comercial DV, mientras que en el caso de
la levadura Ecolégica 55A son 27 los compuestos que se ven afectados significativamente.

Cabe destacar que al inmovilizar las levaduras con los chips y la celulosa, algunos
compuestos volatiles estdn en concentraciones tan bajas que no son detectados con la
metodologia utilizada, mientras que estan presentes en las muestras fermentadas con la
levadura libre. Es el caso del benzaldehido y el hexanoato de etilo cuando se utiliza Ia
levadura comercial DV (Tabla 2). Ambos compuestos son descriptores aromaticos
agradables (almendra y frutal), por lo tanto, en este caso, al inmovilizar la levadura
comercial puede verse afectada la calidad organoléptica del cava.

En los cavas fermentados con la levadura ecoldgica (Tabla3) ocurre lo mismo con cis-3-
hexenol. Este, es citado por muchos autores como un componente negativo del aroma
(Swiegers et al., 2005), por lo que si al inmovilizar la levadura ecolégica disminuye su
concentracién, se mejoraria el perfil aromatico del cava.

Por el contrario, existen algunos compuestos que en la levadura libre no se detectan y
cuando ésta se inmoviliza si. Es el caso del acido isobutirico y el cis-3-hexenol en los cavas
fermentados con la levadura comercial DV, y el hexanoato de etilo con la levadura
ecoldgica. Los dos primeros, son responsables de aromas desagradables en el cava,
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mientras que el ultimo, el hexanoato de etilo, le confiere un aroma frutal, a manzana y
platano.

Otro aspecto importante es la diferencia que hay al utilizar chips o celulosa. Con la levadura
comercial, el isovaleriato de etilo no se detecta al utilizar celulosa para inmovilizar, en
cambio, este compuesto esta presente en la inmovilizacion con chips, aportando notas
frutales.

El hexanoato de etilo se encuentra en los cavas fermentados con la levadura ecoldgica
inmovilizada con chips no con celulosa, y lo mismo ocurre con el acido isobutirico y la
inmovilizacién con celulosa. El acetato de isobutilo y el 2,3-butanodiol no se detectan con la
levadura inmovilizada con chips pero si con celulosa.

Los resultados muestran que la inmovilizacién y el tipo de soporte afecta al perfil aromatico
de los cavas y este efecto es diferente dependiendo de la levadura utilizada en la segunda
fermentacién. Para analizar mejor el efecto de la inmovilizacién, se ha realizado un estudio
atendiendo a las diferentes familias de compuestos aromaticos (Figuras 4,5, 6y 7).

Como muestran las Figuras 4 y 5, los cavas fermentados con la levadura comercial DV,
cuando estan inmovilizadas producen mas ésteres, acidos y alcoholes. Es conveniente que
las levaduras produzcan una mayor cantidad de ésteres y acetatos ya que confieren al vino
un sabor y aroma afrutado, y, una menor cantidad de alcoholes superiores porque
contribuyen negativamente al aroma. (Pérez-Coello et al., 1999; Ubeda Iranzo et al., 2000;
Mingorance-Cazorla et al., 2003).

En la Figura 4, se observa que en el grupo de los aldehidos, es la levadura con chips la que
menos cantidad produce. Respecto a las lactonas, son los chips los que producen mayor
cantidad, y la celulosa la que menos. Las lactonas estan asociadas a aromas dulces en los
vinos, a caramelo y a melocotdn.
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Tabla 2. Valores medios, desviacion estdandar y ANOVA de los compuestos aromaticos del cava fermentado

con la levadura Comercial DV en funcidn del soporte de inmovilizacién (mg/L).

LEVADURA Comercial DV
INMOVILIZACION LIBRE CHIPS CELULOSA
Diacetal 0,0978 £ 0,058b | 0,0130 +0,002a | 0,0685 + 0,090ab
Acetaldehido 0,1847 +0,078a | 0,1894 + 0,084a | 0,2357 +0,092a
5 metilfurfural 0,1848 +0,087a | 0,2106 +0,044a | 0,2250 + 0,036a
Benzaldehido 0,0357 + 0,0056b nd nd
TOTAL ALDEHIDOS 0,5030 0,4130 0,5292
Butirato etilo 0,0736 £ 0,016a | 0,0663 £ 0,022a | 0,0820 +0,018a
Hexanoato etilo ] 0,1002 + 0,0063b nd nd

Octanoato etilo
Decanoato de etilo
Isovaleriato etilo
Acetato metilo
Acetato isobutilo
Acetato hexilo

0,3357 £0,014a
0,4965 + 0,063a
0,0566 = 0,0003a
0,0510 £ 0,012a
0,0287 £ 0,007a
0,2588 £ 0,0653a

0,4365 + 0,0242a
0,5478 £0,022a
0,0586 + 0,091a
0,0421 £ 0,007a
0,0322 £ 0,009a
0,2665 £ 0,0276a

0,4220 + 0,045a
0,6128 +0,225a
nd
0,0615 +0,028a
0,0226 +0,015a
0,2247 +0,030a

Succinato de dietilo] 0,9535 + 0,181a] 1,2380+0,173a | 2,2030+ 1,124b
Lactato etilo 34,2242 + 8,0167438,0797 + 2,66114 35,2336 + 5,766a
Dietil glutarato 0,0307 £ 0,017a | 0,0284 +0,004a | 0,0589 + 0,025b
Acetato etilo 0,1348 + 0,045b | 0,1006 + 0,015ab| 0,0838 + 0,032a
2 feniletil acetato | 0,2089 + 0,089b | 0,1061 + 0,023a | 0,1553 + 0,051ab
TOTAL ESTERES 36,9532 41,0028 39,1602
Ac. Hexanoico 2,1794 £0,493a | 2,1953 £ 0,169a | 3,0602 + 1,030b
Ac. Octanoico 3,9408 + 0,944a | 3,9057 +0,316a | 6,5348 + 3,444b
Ac. Isobutirico nd 0,1219 £ 0,009c | 0,0144 + 0,001b
Ac. butirico 0,1554 +0,027a | 0,1687 +0,052a | 0,1551 + 0,026a
Ac. Isopentanoico | 0,1847 + 0,033b | 0,1565 +0,011a | 0,1372 + 0,015a
Ac. 2 etil hexanoico | 0,0972 +0,010c | 0,0768 + 0,004b | 0,0073 + 0,001a
Ac. Decanoico 0,6131+0,130a | 0,6037 +0,061a | 1,0953 £ 0,603b
TOTAL ACIDOS 7,1706 7,2286 11,0043
Alcohol isoamilico }40,2089 + 6,5450442,0229 + 3,255ab]52,2231 + 14,061b
1 propanol nd nd nd
2,3 butanodiol 0,0442 + 0,014a | 0,0335+0,009a | 0,0690 + 0,008b
Benzilalcohol 0,0180 + 0,010a | 0,0348 + 0,016ab| 0,0628 + 0,039b
2 fenil etanol 7,5081 +1,625a | 7,5217 £0,552a | 11,0059 + 4,289b
cis 3 hexenol nd 0,0045 + 0,0004b] 0,0846 *+ 0,004c
1 butanol 0,0475 + 0,0043a| 0,2067 +0,243a | 0,0490 + 0,003a
TOTAL ALCOHOLES 47,8267 49,8241 63,4944
y-butirolactona 0,8142 + 0,078b | 0,9405 +0,092c | 0,6992 + 0,091a
TOTAL LACTONAS 0,8142 0,9405 0,6992

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas al 95%.
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con la levadura Ecolégica 55A en funcién del soporte de inmovilizacién (mg/L).

Tabla 3. Valores medios, desviacion estdandar y ANOVA de los compuestos aromaticos del cava fermentado

LEVADURA Ecoldgica 55A
INMOVILIZACION LIBRE CHIPS CELULOSA
Diacetal 0,1514 + 0,046b] 0,0580 + 0,028a | 0,0705 + 0,040a
Acetaldehido 0,2996 + 0,044c | 0,2074 +0,051b | 0,1335 + 0,061a
5 metilfurfural 0,1495 + 0,006b | 0,1618 +0,021b | 0,0943 + 0,019a
Benzaldehido 0,0041 + 0,0002a| 0,0040 + 0,0002a J0,0148 + 0,0002k
TOTAL ALDEHIDOS 0,6046 0,4312 0,3131
Butirato etilo 0,0491 £ 0,006a | 0,0664 + 0,019ab | 0,0787 £ 0,021b
Hexanoato etilo nd 0,3092 + 0,021b nd
Octanoato etilo 0,6324 + 0,036¢c | 0,4735 +0,061a | 0,5468 + 0,033b
Decanoato de etilo | 0,5699 + 0,100a | 0,5405+0,111a | 0,5262 + 0,067a
Isovaleriato etilo nd nd nd
Acetato metilo 0,0989 + 0,092a | 0,0476 +0,013a | 0,1439 + 0,250a
Acetato isobutilo | 0,0344 + 0,005b nd 0,0177 £ 0,027ab
Acetato hexilo 0,3012 + 0,038b | 0,2622 + 0,038a |0,2986 + 0,010ak}
Succinato de dietilo] 0,5568 + 0,099a | 0,5510 = 0,045a | 0,8349 + 0,244b
Lactato etilo 29,5875 + 6,435a|37,6412 + 9,706abj42,9424 + 1,737b
Dietil glutarato 0,0588 + 0,005b | 0,0308 +0,007a | 0,0963 + 0,029¢
Acetato etilo 0,1090 + 0,033a | 0,0953 +0,012a | 0,1125 +0,055a
2 feniletil acetato | 1,0910 +0,228b | 1,1335 +0,158b | 0,4770 + 0,055a
TOTAL ESTERES 33,089 41,1512 46,075
Ac. Hexanoico 1,8016 £ 0,132a | 2,3849 £ 0,571b |2,2409 * 0,438ab
Ac. Octanoico 3,1964 + 0,373a | 4,6628 + 1,106b |4,1553 + 0,835ah|
Ac. Isobutirico 0,0156 + 0,003b | 0,0442 +0,019c nd
Ac. butirico 0,1497 £ 0,015a | 0,1774 +0,016b | 0,1772 £ 0,017b
Ac. Isopentanoico | 0,1228 +0,011a | 0,1417 + 0,015b |0,1349 + 0,012ab
Ac. 2 etil hexanoico | 0,0400 + 0,014b | 0,0129 + 0,002a | 0,0090 + 0,001a
Ac. Decanoico 0,5371 + 0,062a | 0,6187 + 0,033ab | 0,7147 + 0,187b
TOTAL ACIDOS 5,8632 8,0426 7,432
Alcohol isoamilico 40,3430+ 2,195a| 42,2757 +2,818a (42,7774 + 2,64434]
1 propanol 8,7391 + 0,526a | 11,3909 + 2,550b 22,3364 + 2,070d
2,3 butanodiol ]0,3471 + 0,105b nd 0,0502 + 0,024ab
Benzilalcohol 0,0461 £ 0,010b | 0,0230 +0,004a | 0,0902 + 0,008c
2 fenil etanol 5,7965 + 0,533a | 6,8798 +0,352b | 7,1117 £ 1,263b
cis 3 hexenol 0,0058 + 0,003b nd nd
1 butanol 0,5930 + 0,125b | 0,5490 + 0,067b | 0,0591 + 0,004a
TOTAL ALCOHOLES 55,8706 61,1184 72,425
y-butirolactona 1,4621 +0,199b | 1,2362 £ 0,349b | 0,4214 + 0,328a
TOTAL LACTONAS 1,4621 1,2362 0,4214

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas al 95%.
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Teniendo en cuenta los criterios para obtener un buen perfil aromatico en el cava, se podria
concluir que para el cava fermentado con levadura comercial DV, si hubiera que descartar uno
de los dos métodos de inmovilizacion seria el de la celulosa, puesto que en lo que a aromas se
refiere produce mayor cantidad de alcoholes y dacidos y menor de ésteres y lactonas,
adquiriendo protagonismo los aromas menos apreciados (Ferreira y col, 2004, Jarauta, 2004).

Otro aspecto a destacar es que la inmovilizacién de la levadura Comercial DV no afecta
significativamente al total de esteres en el cava, aunque su concentracion aumenta en estos

cavas.
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Figura 4. Cantidades de los grupos aldehidos y lactonas en el
cava inoculado con la levadura comercial DV

Figura 5. Cantidades de los grupos ésteres, acidos y alcoholes
en el cava inoculado con la levadura comercial DV
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Figura 6. Efecto de la inmovilizacion sobre la concentracion de
esteres y lactonas con la levadura ecoldgica 55. Letras distintas
indican diferencias significativas al 95%.
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Figura 7. Efecto de la inmovilizaciéon sobre la concentraciéon de
esteres acidos y alcoholes con la levadura ecoldgica 55 A. Letras
distintas indican diferencias significativas al 95%.




Cuando la fermentacion la realiza la levadura 55A (Figura 6 y 7) en los cavas en los que se utilizd
la levadura inmovilizada, aumenta significativamente el contenido en esteres, acidos y
alcoholes. Por el contrario, disminuyen aldehidos y lactonas.

Se puede concluir que con la levadura ecoldgica 55 A, si se tuviera que seleccionar uno de los
dos tipos de inmovilizacién atendiendo a los resultados obtenidos, seria el de chips, ya que,
aunque los ésteres se producen en mayor cantidad con la celulosa, también lo hacen los
alcoholes que dan aromas desagradables al cava. Ademds, es con los chips con los que se
produce mas lactonas y mas aldehidos.

5.2. Estudio comparativo de las levaduras ensayadas en fermentacion libre.

En las figuras 8, 9, 10, 11 y 12 se muestran las concentraciones de los compuestos volatiles
estudiados en los cavas en funcién de la levadura utilizada, siempre en estado libre. En las
graficas se muestra la desviacién estandar de las repeticiones.

En el grupo de los aldehidos, se observa que se produce mas cantidad de acetaldehido con
la levadura ecoldgica 55A, siendo ésta significativamente distinta a las otras dos levaduras.
El acetaldehido es un compuesto aromatico que se identifica facilmente por su olor a
manzanas maduras. Es considerado un defecto si se encuentra en elevadas cantidades,
considerandose cantidades normales de 10 a 20 mg/L (Charest, 2015). La presencia de
acetaldehido en el cava una vez ha finalizado la fermentacién, se debe a la oxidacion del
etanol presente. Puesto que las cantidades del acetaldehido en el cava estan dentro del
rango normal, no tiene por qué suponer un defecto para el aroma.

Por otro lado, el 5-metilfurfural, con un aroma almendrado, aumenta significativamente
con la levadura comercial DV inoculada en la bodega. La concentracion de benzaldehido es
diferente significativamente en las tres levaduras, produciéndose en mayor cantidad en la
DV comercial.

En cuanto a los ésteres, grupo que le confiere al cava aromas frutales, el acetato de hexilo,
octanoato de etilo, acetato de metilo, acetato de isobutilo, dietil glutarato, decanoato de
etilo, y el 2-feniletil acetato se encuentran en mayor concentracion en los cavas
fermentados con la levadura ecoldgica 55A. Este aumento solo es significativo en algunos
compuestos como muestran las figuras 8 a 10.

Al analizar el grupo de los acidos, grupo que se caracteriza por un olor desagradable, se
observa un aumento significativo de los acidos isopentanoico, hexanoico y octanoico con la
levadura DV comercial.

Para finalizar, en el grupo de los alcoholes aumenta significativamente 2-3 butanol,
benzilalcohol, cis-3-hexenol, 1-butanol y 1-propanol con la levadura ecoldgica 55A. Este
grupo se caracteriza por conferir aromas positivos a bajas concentraciones (<300 mg/l) y
negativos en altas (>400 mg/l). Puesto que las cantidades que se han detectado son
relativamente bajas, no hay indicios de que le puedan aportar al cava olores desagradables.
Por ultimo, el grupo de las lactonas también se localiza en mayor proporcién en los cavas
inoculados con la levadura 55A, dando notas a dulce y caramelo.

En resumen, al comparar las tres levaduras, coincide que la levadura ecoldgica 55A produce
aromas mas favorables y en mayor cantidad que la levadura DV. Por otro lado, al comparar
las levaduras DV, la comercial y la inoculada en la bodega, se observa que la levadura
comercial produce mayor cantidad de compuestos aromaticos, aunque en la mayoria de los
compuestos estudiados no se han encontrado diferencias significativas.
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Figura 8. Concentracion (mg/L) de acetaldehido, acido isopentanoico,
5-metilfurfural, acetato de hexilo, octanoato de etilo, acido butirico,
acetato de etilo, hexanoato de etilo, diacetal, y 2,3-butanodiol para las
levaduras libres. Letras distintas indican diferencias significativas al
95%.
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Figura 9. Cantidades (mg/l) de acetato de metilo, acetato de isobutilo,
butirato de etilo, dietil glutarato, bencilalcohol, acido 2-etilhexanoico,
benzaldehido, cis-3-hexenol, acido isobutirico e isovaleriato de etilo

para las levaduras libres.

significativas al 95%.

Letras distintas indican diferencias

Figura 10. Cantidades (mg/l) de 1-butanol, decanoato de etilo, succinato

de dietilo, acido decanoico, 2-feniletil acetato y Y-butirolactona para
las levaduras libres. Letras distintas indican diferencias significativas
al 95%.
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Figura 12. Cantidades (mg/l) de alcohol isoamilico y lactato de etilo para
las levaduras libres. Letras distintas indican diferencias significativas al

95%.
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5.3. Valor olfativo activo (OAV) de los distintos componentes volatiles presentes en los cavas
estudiados

El valor olfativo activo (olfactory active value, OAV) es un parametro que relaciona la
concentracién de una determinada molécula volatil con su umbral de percepcién, por lo
gue permite evaluar el impacto de distintos constituyentes del vino en la fase olfativa de la
cata. En el Tablas 4 y 5 se indican los valores de OAV superior a la unidad para los distintos
componentes volatiles estudiados segun la levadura utilizada en la segunda fermentacion
del cava. Como puede observarse, sélo nueve constituyentes presentaron valores de OAV
superiores a la unidad, y no en todos los cavas estudiados.

En la Tabla 4 (Levadura comercial DV), se observa que los compuestos con un mayor OAV
son los que corresponden a aromas de fermentacion del grupo de los ésteres,
principalmente octanoato de etilo, isovaleriato de etilo, hexanoato de etilo, butirato de
etilo, todos ellos con aromas frutales, llegando a valores de 218 en el caso del octanoato de
etilo. En segundo lugar, se encuentran los acidos hexanoico, octanoico y decanoico, con
notas grasas y asperas, con un OAV que varia entre 5 y 7. Por ultimo, del grupo de los
alcoholes, es el alcohol isoamilico el Unico que tiene impacto sensorial.

Atendiendo al soporte de inmovilizacion, hay que sefalar que los cavas fermentados con la
levadura DV Comercial libre, presentan mas compuestos con impacto sensorial que cuando
se inmoviliza, es el caso del hexanoato de etilo (aroma frutal, anis).

Si se comparan los dos sistemas de inmovilizacién, el isovaleriato de etilo sélo tiene
impacto sensorial cuando la levadura se inmoviliza con chips. Esto explicaria un aroma mas
frutal en las botellas inoculadas con levaduras inmovilizadas con chips.

En cuanto a los acidos, solamente los acidos hexanoico y octanoico tiene OAV mayor a 1.

Teniendo en cuenta los datos obtenidos en la tabla 4, si se tuviera que seleccionar un tipo
de inmovilizacién, volverian a ser los chips, ya que tienen mds ésteres con mayor OAV,
dandole notas afrutadas al cava. Ademas, los alcoholes y acidos que son los responsables
de olores desagradables tienen menor OAV en los chips que en la celulosa.
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Tabla 4. Olor descriptor y calculo del OAV para cada componente en cava fermentado por la levadura
Comercial DV. Bibliografia olor descriptor: 1Jiang et al., 2010. 2Francis, 2013. *Gambetta et al., 2014. “Sanchez-
Palomo et al., 2012. Bibliografia umbral: 5Guth, 1997. ®Aznar et al., 2003. Zea et al., 2001. ®Belitz et al., 2009.

LEVADURA DV COMERCIAL
Odor
. LIBRE OAV CHIPS OAV CELULOSA OAV
Grupo Compuesto Olor descriptor Threshold (ug/L) libre (ug/L) chios (ug/L) celulosa
Values (ug/L) ug ug p Mg
Diacetal Mantequilla3 100 2 97,8 0,9780 13 0,1300 68,5 0,6850
M
Acetaldehido anzana 500° 1847 | 03694 | 1894 | 03788 | 2357 | 04714
Aldehidos madura
S-metilfurfural Picante® 20000 ° 184,8 0,0092 210,6 0,0105 225 0,0113
Benzaldehido Almendra? 3508 35,7 0,1020 nd nd nd nd
Butirato de etilo Manzana? 20° 73,6 3,6800 66,3 3,3150 82 4,1000
H to d
exagg; ©% | Frutal, anis! W 1002 | 71571 nd nd nd nd
Oct tod Pifia, pera,
¢ anc?a ocde P 1 2° 335,7 167,8500 436,5 218,2500 422 211,0000
etilo floral
D t
eca;’t"i; ode Frutal® 2003 4965 | 24825 | 5478 | 27390 | 6128 3,0640
I leriato d
Sovaei:;(a) oae Frutal? 32 56,6 18,8667 58,6 19,5333 nd nd
AC::;T’OGE Frutal? 4700007 51 00001 | 421 | 0,0001 61,5 0,0001
Acetato d
Esteres cetato de Disolvente® 1600 © 28,7 0,0179 32,2 0,0201 22,6 0,0141
isobutilo
Acﬁtat-:) e Frutal, pera’ 6703 258,8 0,3863 | 2665 | 0,3978 224,7 0,3354
exilo
Succinato d
uc;;zta”z € Frutal® 1200000 ’ 953,5 0,0008 1238 0,0010 2203 0,0018
Lactato de etilo Agrio1 155000 3 34224,2 0,2208 38079,7 0,2457 35233,6 0,2273
Dietil glutarato Frutal® No encontrado 30,7 - 28,4 - 58,9 -
Acetato de etilo | Frutal, dulce! 123003 134,8 0,0110 100,6 0,0082 83,8 0,0068
2-feniletil Agradable, floral
enfet gracad 250 2089 | 08356 | 1061 | 04244 | 1553 0,6212
acetato
P . Queso, graso,
Acido hexanoico . 4203 2179,4 5,1890 2195,3 5,2269 3060,2 7,2862
rancio
Acido octanoico | Rancio queso, 5003 3940,8 | 7,8816 | 39057 | 7,8114 | 65348 | 13,0696
aspero, acido
Acido isobutirico Graso! 200000° nd nd 121,9 0,0006 14,4 0,0001
Acidos Acido butirico | Rancio, queso 2 10000° 155,4 0,0155 168,7 0,0169 155,1 0,0155
Acid
) ciao ) Rancio® No encontrado| 184,7 - 156,5 - 137,2 -
isopentanoico
Acido 2-
o 2 Herbaceo! |Noencontrado| 97,2 - 76,8 - 7,3 -
etilhexanoico
o i Graso,
Acido decanoico i 1000 3 613,1 0,6131 603,7 0,6037 1095,3 1,0953
desagradable
Alcohol 1 )
. - Queso 30000 40208,9 1,3403 42022,9 1,4008 52223,1 1,7408
isoamilico
1-propanol  |Fresco, alcohol ! 830 nd nd nd nd nd nd
2,3-butanodiol Mantequilla * 150 000 * 44,2 0,0003 33,5 0,0002 69 0,0005
Alcoholes Bencilalcohol Citrico, frutal® 200000 © 18 0,0001 34,8 0,0002 62,8 0,0003
2-feniletanol Floral, polen ! 14000 3 7508,1 0,5363 7521,7 0,5373 11005,9 0,7861
X Verde, hierba
Cis-3-hexenol 1 400° nd nd 4,5 0,0113 84,6 0,2115
cortada
Medicinal, N
1-butanol i 150000 47,5 0,0003 206,7 0,0014 49 0,0003
alcohol
. Dulce, tostado,
Lactonas | y-butirolactona o 50000 © 814,2 0,0163 940,5 0,0188 699,2 0,0140
caramelo
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Tabla 5. Olor descriptor y calculo del OAV para cada componente en cava inoculado por la levadura Ecolégica
55A. Bibliografia olor descriptor: 1Jiang et al., 2010. ZFrancis, 2013. 3Gambetta et al., 2014. “sanchez-Palomo
et al., 2012. Bibliografia umbral: 5Guth, 1997. ®Aznar et al., 2003. Zea et al., 2001. 8Belitz et al,, 2009.

LEVADURA 55 A ECOLOGICA
Odor
) LIBRE OAV CHIPS OAV  CELULOSA  OAV
Grupo Compuesto Olor descriptor Threshold (ug/L) libre (ug/L) chins (ug/L) celulosa
Values (ug/t) (& Mg p Mg
Diacetal Mantequilla® 100 2 151,4 1,5140 58 0,5800 70,5 0,7050
M
| Acetaldehido anzana 500° 2996 | 05992 | 2074 | 04148 | 1335 0,2670
Aldehidos madura®
5-metilfurfural Picante® 20000 ¢ 149,5 0,0075 | 161,8 | 0,0081 94,3 0,0047
Benzaldehido Almendra® 350°8 4,1 0,0117 4 0,0114 14,8 0,0423
Butirato de etilo|  Manzana? 20° 49,1 2,4550 66,4 3,3200 78,7 3,9350
H tod
exa;ltcivlio ¢ Frutal, anis® 143 nd nd 309,2 | 22,0857 nd nd
Oct tod Pifia, pera,
ctanoato de P ) 28 632,4 |316,2000 | 473,5 |[236,7500 | 546,8 | 273,4000
etilo floral
Deca”:fto de Frutal® 2003 569,9 | 2,8495 | 5405 | 2,7025 | 5262 2,6310
etilo
Isovalerlato de Frutal? 32 nd nd nd nd nd nd
etilo
Acetatt_f de Frutal? 4700007 98,9 00002 | 476 | 00001 | 1439 0,0003
metilo
Esteres A.cetato' de Disolvente® 1600 ° 34,4 0,0215 nd nd 17,7 0,0111
isobutilo
Acﬁtatf 9 | Frutal, pera® 6703 3012 | 04496 | 2622 | 03913 | 2086 | 04457
exiio
S”C;fnf_fo de Frutal® 12000007 5568 | 0,0005 | 551 | 0,0005 | 8349 0,0007
letilo
Lactato de etilo Agrio® 155000 3 29587,5 | 0,1909 |37641,2 | 0,2428 | 42942,4 | 0,2770
Dietil glutarato Frutal® No encontrado 58,8 - 30,8 - 96,3 -
Acetato de etilo | Frutal, dulce® 123003 109 0,0089 95,3 0,0077 112,5 0,0091
feniletil  |Agradable, floral
2-feniletil | Agradable, flora 2503 1091 43640 | 11335 | 4,5340 477 1,9080
acetato
.. . Queso, graso,
Acido hexanoico e 4203 1801,6 | 4,2895 | 23849 | 56783 | 22409 5,3355
rancio
Acido octanoico | Rancio queso, 5003 31964 | 63928 | 4662,8 | 9,3256 | 41553 | 83106
aspero, acido
Acido isobutirico Graso*! 200000° 15,6 0,0001 44,2 0,0002 nd nd
Acidos | Acido butirico | Rancio, queso > 10000° 149,7 0,0150 177,4 0,0177 177,2 0,0177
_ Addo Rancio!  |Noencontrado| 122,8 . 141,7 . 134,9 .
isopentanoico
_ACIdO 2-, Herbéaceo® No encontrado 40 - 12,9 - 9 -
etilhexanoico
oo i Graso, 3
Acido decanoico . 1000 537,1 0,5371 | 6187 | 0,6187 714,7 0,7147
= desagradable
A
_Aicono Queso® 30000 2 40343 1,3448 | 422757 | 1,4092 | 427774 | 1,4259
isoamilico
1-propanol  |Fresco, alcohol * 8304 8739,1 | 10,5290 | 11390,9 | 13,7240 | 223364 | 26,9113
2,3-butanodiol | Mantequilla * 150 000 * 347,1 0,0023 nd nd 50,2 0,0003
. s . 1 6
Alcoholes Bencilalcohol | Citrico, frutal 200000 46,1 0,0002 23 0,0001 90,2 0,0005
2-feniletanol | Floral, polen* 14000 3 5796,5 0,4140 | 6879,8 | 0,4914 7111,7 0,5080
Cis-3-hexenol | Verde hierba 400° 58 | 00145 | nd nd nd nd
cortada
Medicinal,
1-butanol 1 150000 3 593 0,0040 549 0,0037 59,1 0,0004
alcohol
i Dulce, tostado,
Lactonas | y-butirolactona of 50000 © 1462,1 0,0292 1236,2 0,0247 421,4 0,0084
caramelo
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Cuando la fermentacién se realiza con la levadura ecolégica (Tabla 5) hay que destacar la
presencia del diacetal con impacto sensorial, cuando la levadura se encuentra libre. Como
se ha comentado anteriormente, es el principal compuesto que resulta de la fermentacién
malolactica, confiriéndole al vino aromas a mantequilla. (Nielsen y Richelieu, 1999). Es un
componente aromatico complejo, son varios los autores que lo definen como un
componente negativo del aroma cuando se encuentra en concentraciones elevadas. (Clarke
and Bakker, 2004). Su concentracion varia con el tiempo y con el contenido de didéxido de
azufre del vino (Nielsen and Richelieu, 1999)

Por otro lado, al observar el grupo de los ésteres, los compuestos que tienen mayor OAV se
corresponden con el octanoato de etilo, hexanoato de etilo, decanoato y butirato de etilo.
A diferencia de la levadura DV, el octanoato de etilo tiene un mayor impacto sensorial
cuando la levadura se encuentra libre, y no cuando esta inmovilizada con chips. Ademas,
aparece un nuevo éster con OAV mayor que 1, el 2-feniletil acetato, éster derivado del
acido acético, caracteristico de cavas jovenes. Su OAV es mayor cuando la levadura esta
libre e inmovilizada con chips, mientras que con la celulosa disminuye.

Los acidos con impacto sensorial son los mismos que con la levadura DV comercial.

Por ultimo, en el caso de los alcoholes solo el alcohol isoamilico y el 1-propanol tienen
impacto sensorial. Este Gltimo no aparecia en la levadura comercial DV. Estos, en
cantidades moderadas (<400 mg/l) pueden conferir aromas agradables al cava
contribuyendo en la complejidad del aroma. (Ribereau-Gayon, 1976)

Si hubiera que seleccionar de nuevo uno de los dos tipos de inmovilizacion, volverian a ser
los chips ya que los alcoholes con impacto sensoriales igual, y dispone de mas ésteres que
influyen en el aroma global del cava.

5.4. Andlisis de componentes principales (PCA)

Se ha realizado un andlisis de PCA con la finalidad de evaluar el efecto que, sobre la fraccion
volatil total del cava, tiene la técnica de inmovilizacidn, y la levadura.

Este analisis es uno de los métodos pioneros del andlisis multivariante. Consiste en una
técnica de reduccion de la informacién disponible sobre el conjunto de individuos (en este
caso los cavas objeto de estudio) en los cuales se han tomado diversas observaciones. El
método condensa la matriz de correlaciones entre las variables en unos “componentes
principales” de la variabilidad total. Es decir, permite transformar un conjunto de variables
intercorrelacionadas con otro conjunto de variables no correlacionadas, denominadas
componentes principales, que son combinacion lineal de las variables originales.

El primer componente principal que se extrae en el andlisis es el que resume lo mejor
posible la informacion contenida en la matriz de datos original. Es decir, es el que mejor
contribuye a explicar la varianza total. El segundo componente es el que resume lo mejor
posible la varianza restante, siendo independiente del primero. La secuencia puede
continuar extrayendo factores hasta explicar la varianza total.

La figura 12 muestra la disposicion de los distintos compuestos aromaticos en el plano, en
funcion de los dos primeros ejes principales (Componente 1 y Componente 2). Los
compuestos aromaticos se situan aleatoriamente a lo largo de los ejes principales, tanto en
su parte positiva como en su parte negativa.
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Figura 12. Analisis de los componentes principales. Representacion de loadings en el plano formado por los
componentes principales PC1y PC2

En la figura 12 se ve la proyeccion de los datos de las dos levaduras, representandose la
primera componente frente a la a segunda.

La distribucion presenta diferencias segun la levadura utilizada (DV Comercial y Ecoldgica
55A).En la figura 12 se observa cémo PC2 influye decisivamente en la separacién de las
levaduras, localizandose en la parte superior la levadura ecoldgica y en la mitad inferior la
comercial DV.

En la figura 12, en la que se representan los pesos de los componentes volatiles analizados,
se aprecia que los componentes que se encuentran en los extremos del PC2 son los que
mas han influido en la diferenciacion de ambas levaduras. En general, los ésteres y
alcoholes se encuentran en mayor cantidad en los cavas en los cuales la segunda
fermentacién en botella se ha realizado con la levadura ecolédgica 55A: octanoato de etilo,
dietil glutarato, acetato de hexilo, acetato de metilo, hexanoato de etilo, y, en cuanto a los
alcoholes el 1-propanol, 1-butanol y el 2,3-butanodiol. Por otro lado, cuando el cava
fermenta con la levadura comercial DV hay mayor contenido de acidos como el acido
isobutirico y el acido 2-etilhexanoico, y de algunos aldehidos como el benzaldehido y el 5-
metilfurfural.
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Figura 13: Analisis de los componentes principales. Representacion de scores en el plano formado por los
componentes principales PC1 y PC2 en funcion de la levadura.

En la figura 14 se ve la proyeccién de los datos de los tres sistemas de fermentacion con las
levaduras: células libres, inmovilizadas con chips e inmovilizadas con celulosa,
representandose la primera componente frente a la segunda.

En este caso vuelve a ser la componente PC2 la que mas ha influido en la separacion del
tipo de inmovilizacion. La dispersion en el plano se acopla a la diferenciacién de ambas
levaduras.

»

@ Libre

»
co b

10 12

M Chips

A Celulosa

PC-1 (24%)

Figura 14: Analisis de los componentes principales. Representacion de scores en el plano formado por los
componentes principales PC1 y PC2 en funcion de la inmovilizacién y del soporte utilizado.
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6. CONCLUSIONES

Los resultados han puesto de manifiesto, que la inmovilizacion de las levaduras que realizan
la segunda fermentacién en el proceso de elaboracion del cava, tiene un efecto significativo
sobre su composicidén volatil. Este efecto es mas patente cuando la toma de espuma la
realiza la levadura ecoldgica 552.

La fermentacién del vino base con la levadura comercial DV inmovilizada, da lugar a cavas
con menor contenido en aldehidos y ésteres (excepto succinato de dietilo), y mayor de
acidos y alcoholes que cuando se encuentra libre.

La utilizacion de la levadura ecolégica 55A inmovilizada afecta significativamente la
composicion aromatica del cava, disminuyen aldehidos, y aumentan alcoholes, acidos y
algunos esteres.

De las tres levaduras estudiadas, en fermentacion libre, la levadura ecoldgica 55A produce
un aumento significativo de ésteres en los cavas, concretamente de acetato de hexilo,
octanoato de etilo, acetato de metilo, acetato de isobutilo y dietil glutarato, caracteristicos
del aroma frutal. La levadura comercial DV produce un aumento significativo en los cavas
de acido isopentanoico, acido hexanoico, y octanoico que aportan notas aromaticas.

Respecto al estudio del impacto sensorial de los compuestos analizados, los acidos
hexanoico y octanoico, asi como el alcohol isoamilico, se presentan como constituyentes
volatiles influyentes en el aroma de los cavas elaborados con las levaduras ensayadas, tanto
libres como inmovilizadas.

A través del estudio del valor olfativo (OAV), se ha puesto de manifiesto que la familia de
los ésteres es la dominante en el aroma de estos cavas, siendo el octanoato de etilo el
compuesto que presenta unos valores mas altos de OAV.

El Analisis de Componentes Principales, muestra que los cavas fermentados con la levadura
ecoldgica 55A, tienen mayor concentracién de acetato de hexilo, 2,3-butanodiol, hexanoato
de etilo, 2-feniletilacetato, y dietil glutarato, mientras que los cavas fermentados con la
levadura Comercial DV se identifican con la mayor presencia de acetato de etilo,
benzaldehido, acido isobutirico y alcohol isoamilico. La inmovilizacion de la levadura con
chips se relaciona con un aumento de ésteres en el cava.
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