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1. Interés y objetivos

La elaboracién de cavas es uno de los procesos biotecnolégicos comercialmente mds présperos que
se realiza en Espafia (98% de su produccién se localiza en Cataluiia). Pertenecen a la categoria de
vinos espumosos de calidad elaborados segln el método tradicional o champenoise, cuya calidad y
autenticidad estad controlada por la Denominacion de Origen (DO) correspondiente. Los cavas se
clasifican en funcién de diferentes criterios, atendiendo a la duracion de la crianza, el contenido de
azucar y las variedades de uva empleadas. Aunque la produccién de estos vinos es menor en
comparacion con la de los vinos tranquilos, el impacto econémico para la industria enoldgica es muy
importante. Con 33.325 hectdreas de cultivo en 2014 se produjeron 215 millones de botellas de la
categoria Cava (minimo 9 meses de crianza), 22.6 millones de botellas de la categoria Reserva
(minimo 15 meses de crianza) y 4.7 millones de botellas de la categoria Gran Reserva (minimo 30

meses de crianza).

El cava se obtiene tras la segunda fermentacion de un vino tranquilo llamado vino base al que una
vez embotellado se le afiade el licor de tiraje y se deja reposar. En esta fase de la elaboracion
denominada “en rima” se efectla la segunda fermentacion, toma de espuma y la posterior crianza
minima de nueve meses. Durante la crianza tiene lugar un fendmeno llamado autdlisis que se
produce cuando la segunda fermentacion termina y las levaduras mueren. La autdlisis es un proceso
lento en el que se produce una auto-digestion enzimatica de los compuestos de la levadura
(péptidos, aminoacidos, acidos grasos y nucleétidos entre otros) y biopolimeros de la pared celular
(glucanos, manoproteinas). La ruptura de las membranas celulares y las modificaciones en la
estructura de la pared celular, permite la liberacidn de los productos de degradacion al medio
extracelular (el cava). Este proceso autolitico influye en las caracteristicas organolépticas que
adquiere el cava en funcién del tiempo de envejecimiento. El conjunto de modificaciones a lo largo
de la crianza que transforman un cava joven en otro mds evolucionado con nuevas sensaciones
aromaticas, determinan su calidad. Por ello, los Cavas Reserva y Gran reserva que se someten a una
larga crianza de 15 y 30 meses respectivamente, son los cavas mejor valorados desde el punto de

vista organoléptico.

Asi, “la rima” implica un enriquecimiento del medio vino en componentes cedidos por las lias y una
serie de procesos quimicos y bioquimicos, de interaccién levadura/vino, no suficientemente

esclarecidos pero dependientes del tiempo y de las caracteristicas fisico-quimicas de cada vino.

Los elaboradores de los vinos espumosos disponen de su habilidad profesional en la descriptiva

sensorial de vinos para decidir sobre el estado organoléptico del producto. Es una opinién subjetiva
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sobre la calidad y seria de gran utilidad contar con indicadores quimicos objetivos, que puedan
relacionarse con el tiempo de crianza y que informen sobre su correcta evolucién. Para alcanzar esta
finalidad es necesario profundizar tanto en los cambios morfolégicos de las lias a lo largo del tiempo
de envejecimiento, como en las variaciones quimicas que se producen en los vinos espumosos en

contacto con las células autodegradadas o lias.
Por estas razones los objetivos generales que se plantean en esta tesis doctoral son:

1.-Caracterizar los cambios ultraestructurales y morfoldgicos de las lias durante la larga

crianza bioldgica de los cavas.

2.-Definir posibles indicadores quimicos en el vino que se relacionen con el tiempo de crianza
y con el grado de degradacién de las lias y, que se puedan utilizar para controlar

objetivamente el envejecimiento de los cavas.
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2. Introducciéon

2.1 Antecedentes historicos de la elaboracion del cava

El primer antepasado de los espumosos actuales se llamaba vinum titillans y fue servido en el siglo |
de nuestra era durante un banquete en honor de César y Cleopatra. Se dice que ya se bebian vinos
espumosos en la Grecia antigua, donde para algunos la espuma, el alcohol y el sabor dulce invitaba a
la lujuria, y para otros era una bebida endemoniada por los dolores de cabeza que producia. Segun
afirma Mario Fregoni (citado por Peiiin, 2008), profesor de la Universidad Catdlica de Piacenza, los
vinos espumosos vienen de lejos y no sélo son atribuibles al champafia, ya que el deseo de los
romanos de beber vino burbujeante por la sensacién fresca del carbdnico residual, y por el dulzor de
una fermentacidn sin acabar, fue una constante entre sus bebedores (Pefiin, 2008). El poeta romano
Publio Virgilio Marén (70-19 a C) en "La Eneida" utiliza la expresion spumantem plateram donde
describe unos vinos que producian un cosquilleo en el paladar y una sensacion de frescor en boca
(Daban, 2005). Segun Daban (2005) parece que su obtencién era mas fruto del azar que de otra cosa.
Sin embargo para Fregoni (Pefiin, 2008) los romanos, que ya conocian la técnica de afadir uva pasa
para obtener el vino con burbujas, también experimentaron la fermentacion y refermentacion
programada en las dnforas, y descubrieron un método para retrasar la fermentacion espontanea del

mosto a través del frio (Pefiin, 2008).

En el siglo XIV hay referencias escritas del tedlogo franciscano Francesc Eiximenis (Girona, hacia
1330-Perpinan, 1409) sobre vinos frizzanti. En su obra Lo Crestia (de cuatro volimenes) dentro de la
diversidad de temas que tratd, uno de los mas importantes fue la relacién del hombre con la comida
y la bebida. El descriptor organoléptico utilizado en uno de sus tratados induce a pensar en la

presencia de carbdnico en el vino (Daban, 2005).
2.1.1 Historia de los actuales vinos espumosos

Los primeros indicios de elaboracidon de vino espumoso en la regién francesa de la Champafia se
encontraron hacia el siglo XVII, aunque este vino no era el champafa que hoy conocemos, ya que
s6lo mantenia las burbujas hasta el verano (Diaz de Mendivil et al., 1999, Buxaderas y Lopez-
Tamames, 2012). El término vino de Champanfa se cree que aparece a inicios de ese siglo siendo el
vino D'Ay el mas conocido (Duteurtre, 2010). No obstante, en esta zona vitivinicola ya se elaboraban
vinos bajo el dominio del Imperio Romano (desde el afio 50 d.C), denominados vinum titillum,
aunque no es hasta el afio 800 cuando se documenta la produccién de vino. En la Edad Media, los

vinos de la Champaia se identifican como vinos vivos, ligeros, claros, poco azucarados y que a



Introduccién

menudo presentan una ligera y efimera efervescencia debida a una fermentacién incompleta del
mosto (Diaz de Mendivil et al., 1999, Buxaderas y Lopez-Tamames, 2012). Alrededor del siglo XVI la
zona de la Champaia ya es conocida por sus vinos blancos del valle de Marne, los tintos de la
montafia de Reims y los “gris”, parecidos a los actuales rosados. Estos ultimos se elaboraban con una
mezcla de uvas blancas y tintas y son los precursores de los actuales vinos espumosos. El clima
septentrional de la regidén provocaba vendimias tardias y el frio del invierno podia interrumpir la
fermentacién del mosto. Cuando la temperatura aumentaba en primavera, la fermentacion
arrancaba de nuevo pero la mayor parte del gas se escapaba de los toneles. Con objeto de preservar
la efervescencia natural introdujeron el vino en botellas cerradas con madera y cafiamo, pero
muchas de ellas no resistian la presion y se rompian (Buxaderas y Lépez-Tamames, 2012). Este
obstdaculo, junto con la creciente demanda de vinos espumosos motivé que los fabricantes de vidrio
ingleses mejoraran la calidad de las botellas. En 1640 sir Kenelm Digby (segun otros autores Eugene
Digby) revoluciona el mundo del vino, creando la primera industria para fabricar botellas en hornos
de carbdn de hulla. Su patente era mas resistente y valiosa que todas las inventadas hasta entonces,
por lo que se le considera el inventor de la botella tal y como hoy la conocemos. Sir Kenelm, comenzé
a fabricar una botella de vidrio ahumado, con mas espesor, peso y solidez, pero no es hasta 1662
cuando el parlamento reconoce la paternidad de esta nueva botella, que no es adoptada por los

viticultores franceses hasta el afio 1707.

Pero el champaiia es el Unico vino del mundo ligado a un nombre propio, el del fraile Dom Pérignon
sobre el que han circulado numerosas leyendas (Pefiin, 2008). No fue el “descubridor accidental”,
como le atribuyen las leyendas, del champaiia pero sin duda fue el primero en la regién en tener un
enfoque razonado sobre la elaboracién de los vinos (Bonal, 1995). El inicio de un proceso de
elaboracion del champaiia mds metddico se debe a él, que fue el procureur de la abadia de
Hautvilles, desde 1668 hasta su muerte en 1715. Esta abadia se dedicaba a la produccién de vino con
un vinedo propio de diez hectareas pero que recibia también diezmos de uvas de los terrenos
cercanos. El propdsito de Dom Pérignon, ademas de la obtencion de un vino blanco excepcional, fue
el de embotellar el vino sin terminar de fermentar, para poder beberlo fuera de la bodega y que
durara por lo menos hasta la siguiente cosecha, y no hasta el fin de la primavera (Pefiin, 2008). El
escribid el libro: "El arte de tratar bien la vifia y el vino de Champagne" que se publicé tres afios
después de su muerte por el candnigo Godinot. Es un tratado de normas sobre cémo vendimiar para
obtener vino con el mejor color blanco a partir de la uva Pinot Noir. Describe la forma de podar el
vifiedo para evitar exceso de produccion, las precauciones que deben tomarse para mantener
intactos los granos, la necesidad de seleccionar la uva separando los granos podridos de los sanos,

ademads de retirar hojas y otro material vegetal, etc. Llegd incluso a clasificar los vifiedos por su
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calidad de uva y a recomendar la vinificacidn independiente de cada pago. También a Dom Pérignon
se debe la separacion de mostos por distintas presiones de prensado. El primer mosto obtenido al
prensar con los pies daba origen al vino mas delicado y con menos cuerpo, llamado vin de goutte. Las
dos prensadas siguientes se denominan primera y segunda taille y dan lugar a vinos también buenos
pero de calidad algo menor. Con posteriores prensadas se obtienen mostos de baja calidad que no
podian utilizarse para elaborar vinos de alta gama. También algunos autores defienden que fue Dom
Pérignon el primero que decidié utilizar el tapdn de corcho (Daban, 2005; Buxaderas y Lépez-
Tamames, 2012) tras visitar el monasterio benedictino de Sant Feliu de Guixols. Pero es dificil

atribuirle su autoria ya que no hay datos fiables sobre este hecho (Pefiin, 2008).

Dos hechos importantes marcan la evolucidon de la elaboraciéon del champafia en el siglo XVIII,
primero la creacidén de las primeras maisons de champagne a partir de 1729. Los comerciantes o
negociants de estas maisons tienen en su mayoria una cultura industrial y comercial, vienen de los
comercios del textil y la banca. Sus organizaciones y sus experiencias de la produccién y del comercio
dan un primer paso hacia la preocupacién sobre la calidad que desplaza la produccién monastica.
Segundo, el siglo XVIII es el de la luz, de los grandes descubrimientos, del desarrollo cientifico;
Lavoisier, después de descubrir el papel del oxigeno, fue el primero en comprender el fenémeno de
la fermentacion; Gay-Lussac completa sus trabajos escribiendo la ecuacién de esa reaccion vy
construyendo un alcoholimetro que permitia medir el grado alcohdlico de los liquidos espirituosos;
Chaptal, quimico y agrénomo perfecciona la utilizacién del azicar en el vino, de suppléer par I'art au
défaut de la nature, afiadir al mosto un poco de azucar para aumentar el grado alcohdélico (Duteurtre,

2010).

Ya en el siglo XIX el cientifico Jean-Baptiste Frangois, farmacéutico de Chalons-sur-Marne, hizo un
progreso considerable en la maestria de la toma de espuma. Se interesd por el gran nimero de
problemas en la elaboracion del champafia, las explosiones de botellas en la cava y la incompleta
toma de espuma por falta del azlcar necesario la fermentacién en botella. Puso a punto una técnica
analitica llamada réduction Francois, que permitia medir la cantidad de azlcar presente en un vino. Y
asi pudo mostrar la relacion existente entre la cantidad de azlcar presente en un vino en botella y la

presion del gas carbdnico (Duteurtre, 2010).

En este siglo aparece otra figura clave, la viuda de Clicquot (Nicole-Barbe Ponsardin) inventora del
pupitre. Su marido tenia un pequefio negocio de vinos en Reims y muere muy joven debido a unas
fiebres. La viuda se hace cargo del negocio y gracias a ella aparecen las técnicas del degielle y del
removido. En esa época para eliminar las lias (los turbios blanquecinos del vino espumoso) se

trasvasaba el vino de una botella a otra de manera delicada con las consecuentes pérdidas de vino
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(Duteurtre, 2010; Buxaderas y Loépez-Tamames, 2012). Ella en colaboracién con uno de sus
empleados Antoine Miiller desarrollé en 1818 unos estantes con agujeros, con la dimensiéon de las
botellas de forma oblicua y no cilindrica lo que permitia mantener las botellas en diferentes
posiciones (Duteurtre, 2010). Al principio se colocaban en estado horizontal y se les proporcionaban
diariamente ligeros giros de un octavo de vuelta. Progresivamente, los giros y una posicion cada vez
mas vertical, con el cuello de la botella perpendicular al suelo, los turbios se iban situando sobre el
corcho. Al sacar el tapdn, la descompresion hacia salir de la botella las lias arrastradas hasta el
corcho. Asi se consiguid que el vino espumosos adquiriese un aspecto limpio y un color amarillo

brillante (Buxaderas y Lépez-Tamames, 2012).

Pero el considerado de una manera general, como el padre de la enologia moderna, de la
microbiologia, de la fermentacidn y la biotecnologia fue Pasteur (Duteurtre, 2010). Después de haber
vivido su juventud en una regidn viticola, siendo decano de la facultad de ciencias de Lille, se intereso
por las fermentaciones lacticas y alcohdlicas, las levaduras de cerveza, etc. Demostrd, oponiéndose a
la doctrina oficial de la época, la presencia de células a través del microscopio, y acabd con la

creencia de la generacion espontanea.

2.1.2 Elaboracién de vinos espumosos en Cataluiia_(Emili Giralt i Raventds)

En este apartado se realiza una sintesis del libro de Emili Giralt i Raventds (1998) Els inicis del cava:
Mont-Ferran,. Agusti Vilaret i Centrich (1820-1903). Su autor, Emili Giralt, fue catedratico de historia
contemporanea en la universidad de Valencia (1965) y desde 1971 de la de Barcelona. Fue el
fundador vy director del Centre d'Estudis d'Historia Rural y de la revista Estudis d'Historia Agraria,
desde el afio 1977. Antoni Roca Rosell (profesor de historia de la ciencia y de la técnica en la
Universitat Politécnica de Catalunya) publica una resefa sobre este libro en els Quaderns d’Historia
de I’Enginyeria (2007) en la cual comenta que, conociendo la personalidad del autor, este trabajo es
una investigacion sobre los origenes de la industria del cava vinculados a la renovacion de la enologia
en Catalufia; su trabajo se ha basado en documentos publicos del archivo de la propiedad y del

archivo notarial, y en las publicaciones que Vilaret llevd a cabo.

La aparicidn histdrica del cava comienza como imitacién de los vinos espumosos elaborados en la
Champafia. Desde los ultimos afos del siglo XVIII, los catalanes podian conocer el vino espumoso
elaborado en la Champafia de tres posibles maneras: directamente como consumidor, a través de los

fabricantes y exportadores de los tapones de corcho, y por medio de la literatura enoldgica.

Una de las noticias mas antiguas del consumo en Cataluia la da el cronista de la alta sociedad el baro

de Malda donde constata la presencia de champafia en la boda de la hija de los condes de Santa
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Coloma en 1803. El consumo de esta bebida pertenecia a un ambiente elitista. Pero fue en la guerra
napolednica (1808-1814) cuando los catalanes como otros europeos tuvieron conocimiento directo
del champanfa. Parece ser que Napoledn y por mimetismo todos sus oficiales, eran grandes devotos
del champafia. Poco después durante la segunda ocupacion militar francesa (1823-1827), esta vez
como aliados de Fernando VII, los Cent Mil Fills de Sant Lluis (ejército francés con voluntarios
espanoles) disfrutaron de una intendencia privilegiada y pudieron consumir como lo demuestran
documentos oficiales, productos franceses sin casi trabas aduaneras. En estos afos, las
manufacturas, las modas y, en general, todas las costumbres francesas penetraron en la sociedad
catalana con una intensidad superior a la de muchos otros sitios de la monarquia espafiola. Los vinos
franceses se consideraron un elemento insubstituible de los grandes banquetes y el mejor exponente

del refinamiento de una buena mesa.

Como todos los otros vinos comercializados en Catalufia, el espumoso era designado siempre por su
origen sin ninguna referencia a una marca comercial. Hasta los ultimos afios de la década de los
sesenta no comenzd a aparecer en la prensa barcelonesa las marcas de las grandes casas

elaboradoras de Francia.

Al acabar la primera guerra carlista (1833-1840) ya debia existir en Catalufia una burguesia lo
bastante cultivada gastrondmicamente, y con la suficiente capacidad econémica como para
constituir un sector consumidor del producto. El engrosamiento de la capa social acomodada, que es
una caracteristica de la Catalufia contemporanea, corre paralela al consumo de champafia, que
continudé aumentando desde mediados del siglo XIX. Este crecimiento les provocd a los vinateros
catalanes la necesidad de elaborar un vino espumoso con la misma calidad que los espumosos

franceses.

También los catalanes conocieron la existencia del champaiia gracias a los fabricantes y exportadores
de tapones de corcho de las comarcas de la Selva y del Emporda, los cuales desde el segundo tercio
del siglo XVIIl, se convirtieron en habituales proveedores de tapones para las empresas de
champafia. El alto precio que se pagaba por los tapones y la muy superior cotizacidon del champafia
en las lista de precios de los vinos de mayor prestigio, fueron un incentivo para conocer aquel vino
espumoso y un poderosos estimulo para intentar elaborarlo. Por esta razén no es fortuito que las
primeras instalaciones de bodegas y cavas para obtener el vino espumoso sean en las localidades de
Blanes con Agusti Vilaret (1870), Romanya de la Selva con Margal de Trinxeria (1877) y Tossa con

Jaume Esteve-Llach (1908), poblaciones situadas todas ellas en el ambito de la produccién corchera.

La literatura enoldgica que permitid el conocimiento del vino espumoso fueron la francesa y la

reelaborada por endlogos catalanes. El diccionario de Rozier (botanico y agrénomo), cuya obra
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completa se publicé traducida al espafiol entre 1897 y 1903, y las obras de Chaptal, que se ocupaban
extensamente del vino espumoso, se tradujeron al castellano y se publicaron en Barcelona al final del

siglo XVIIl y al inicio del XIX.

Las técnicas de elaboracion son brevemente descritas por el valenciano J.A. Varcarcel en el tomo VIl
escrito en 1791 perteneciente a su obra de diez volUmenes Agricultura general y gobierno de la Casa

de Campo (Valencia 1765-1795), donde escribe sobre la vid y el vino.

Las técnicas de vinificacidn champenoise se encuentran descritas mas ampliamente en las obras de
dos principales endlogos catalanes: Francesc Carbonell i Bravo, farmacéutico, doctor en medicina, y
guimico autor de varios articulos publicados en una revista Memorias de Agricultura y Artes que
publico la Junta de Comercio entre 1815 y 1821; 20 articulos se compilaron en el libro Arte de hacer y
conservar el vino (Barcelona 1820). Es Emili Giralt quien considera a Francisco Carbonell y Bravo uno
de los dos principales endlogos del primer tercio del siglo XIX en Catalufia. El otro fue Josep Roura,
discipulo suyo que escribi6 Memoria sobre los vinos y su destilacion (Barcelona 1839). También
circulaban impresas en revistas y publicaciones, durante todo el siglo XIX, recetas que prometian la
obtencidn de vino espumoso acido y picante como el champafia. Estas recetas aconsejaban afiadir al
vino unas porciones de aguardiente y de jarabe, unas determinadas cantidades de bicarbonato de

sosa y de potasa, y acido citrico o tartarico con el fin que desprendiera gas carbdnico.

Por tanto, los dos procedimientos empleados en Catalufia amparados por los endlogos catalanes
para elaborar espumosos eran el método tradicional de la Champafia y también la inyeccién de gas
carbdnico a un vino de mas o menos calidad. Los dos fueron puestos en practica por vinicultores y
comerciantes de vino del pais, pero parece que este Ultimo método fue el primer camino que
siguieron los vinateros catalanes. En 1886 el farmacéutico de Tarrasa Bonaventura de Casteller
publica la segunda edicion de Viticultura y enologia espafiolas donde se declara un gran partidario
del vino gaseado, aunque estos vinos no ganaron nunca ningln premio en esa época. Sin embargo el
método tradicional también tuvo grandes defensores durante el siglo pasado: el médico de Vic
Joaquim Salarich, el catedrdtico de quimica Magin Bonet i Bonfill, el quimico e ingeniero industrial
madrilefio Luis Justo y Villanueva y muchos propietarios de vifias, endlogos y elaboradores de vino
que fueron los precedentes de la actual industria del cava. Magin Bonet i Bonfill escribio De la
fermentacion alcohdlica al zumo de uva en 1857 y una nueva edicion en 1860 http://bdh-

rd.bne.es/viewer.vm?pid=d-1856500 Describe todo el método tradicional, desde la seleccién del

vinos hasta los tapones de corcho, pero debido a su caracter cientifico tuvo una difusién escasa entre

los vinicultores.
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Una persona muy importante que impulsé la industria del vino espumoso en Cataluia, gracias a su
labor divulgativa y como formador de los primeros champaiiistas, fue Justo Villanueva. Este ingeniero
madrilefio dirigid el laboratorio del Institut Agricola Catala de Sant Isidre, entre 1861 y 1876. Aqui se
impartieron unos cursos de quimica aplicada a la agricultura donde se incluia la fabricacion de
champafia con sus correspondientes practicas enoldgicas. Sus discipulos fueron los fundadores de las
primeras grandes bodegas para la produccién de cava en Cataluiia. En estos cursos se ensefiaba una
metodologia de trabajo para una perfecta vinificaciéon. Justo decia que “es un problema tan
matematico, exige tantas minuciosidades, que en fallando cualquiera de ellas, al cabo de tres afios
nos encontramos con un resultado negativo, y por lo tanto es el problema con cuya resolucion puede
estudiarse mejor la fabricacién de vinos” (texto sacado del libro de Emili Giralt). No era partidario de
los vinos de imitacién sino de vinos de calidad ligados a su propia tierra. El afirmaba que no se podria
elaborar nunca un auténtico champafa aunque se importaran las variedades de alli, igual que si con
las variedades de aqui se elaborara como alli. Lo que hicieron algunos viticultores catalanes fue
intentar aclimatar variedades procedentes de la Champafia como Francesc Gil de Reus, Agusti Vilaret
de Balnes y Miquel Esquirol de Vilanova y la Geltrd. Otros viticultores seleccionaron variedades
autéctonas como Manuel Raventds, de can Codorniu a quien se le debe la base del cava del Penedés:

el cupage de la variedades Macabeu, Xarel-lo y Parellada.
2.1.3 Los primeros elaboradores

En la segunda mitad del siglo XIX surgieron los primeros concursos de vinos como método para
promocionarlos (Pefiin, 2008). La primera exposicion que a Emili Giralt le consta que se exhibieran
vinos espumosos catalanes se celebré en Madrid en 1850 y el producto considerado por el jurado
“una feliz imitacion del champafia” fue de un terrateniente de Tarrasa, el industrial Antoni Gali i
Comas. Posteriormente en 1857, en la Exposicién General celebrada en Madrid queda constancia de
otros dos elaboradores mas, Francisco Campuzano, de Villaviciosa de Odén presentando un
espumoso fabricado por el sistema de vino de Champaiia y el bard de les Quatre Torres, de Tarragona
con un vino parecido al cremant. En 1859 [Institut de Sant Isidre organizd la exposicién Agricola
donde de 106 expositores de vinos, dos presentaron vinos espumosos, el bard de les Quatre Torres y

Agusti Costa, de Sant Viceng del Horts (baix Llobregat) pero no obtuvieron ningin premio.

En 1862, en la segunda Reunidn Agricola en Reus, no se presenta ningln vino espumoso y queda
palpable la falta de un espumoso catalan. En 1863 el reusense Francesc Gil i Borras se propuso
estudiar los vinos para poderlos embotellar, algo que no se habia hecho en esa época en toda

Cataluia. Con este objetivo se asocié con Doménec Soberano i Mestres (Soberano y Cia) expidiendo
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algunos vinos en 1866 que se vendieron en el primer establecimiento de vinos embotellados abierto

en Barcelona por Antoni Maria Llobet.

En la Exposicién Universal de Paris en 1867, las casas Soberano y Cia, Antoni Maria Llobet y Cia,
Joaquin Pedrosa i Castell del Mas (viticultor de Esparraguera) y el comerciante Josep Mestre i Abella
(colaborador de Justo) fueron las cuatro Unicas empresas catalanas que participaron presentando

vinos espumosos.
Entre 1868 y 1874 hay un crecimiento interior de los vinos espumosos y una proyeccion exterior.

En septiembre de 1871 se organizd una Exposicion General Catalana donde Soberano y Cia tuvo

Ill

derecho a una mencién especial “por su imitacidon del champafa”.

En la Reunidn Agricola de 1872 convocada por el Instituto de San Isidro solamente se mencionaron
como elaboradores de espumosos los reusenses Soberano y Cia y Francesc Gil (ya se habian
separado) y Agusti Vilaret de Blanes, siendo el espumoso de Francesc Gil el mejor. En este mismo afo
bajo las directrices de Justo en una cava construida en el subterraneo del domicilio en la calle Gerona
(Barcelona) de la familia Codorniu, su propietario Josep Raventds junto con el otro discipulo de Justo,
el vilanovense Miquel Esquirol, comenzaron los primeros ensayos de la elaboraciéon de vino

espumaoso.

La consolidacidon de la industria llega a finales del siglo XIX con la obra de Manuel Raventods i

Domeénech que desde 1885 continud el trabajo de su padre.

Como sintesis segln Agusti Vilaret, los protagonistas de la primera etapa de elaboracién de
espumosos con interés en su comercializacion fueron por este orden: Doménec Soberano y Francesc
Gil, los dos de Reus, y Agusti Vilaret de Blanes. Unos afios mas tarde se incorpord Miquel Esquirol, de
Vilanova i la Geltrd y Josep Raventds de Sant Sadurni d’Anoia. Todos ellos actuaron segun las
ensefianzas de Luis Justo y Villanueva. Las cavas supervivientes de estos primeros elaboradores son

Mont-Ferrant y Codorniu.

2.1.4 Reglamentacion del cava (Mestre i Raventds y Solé i Bordes 1998)

Las primeras referencias a los vinos espumosos se encuentran en el antiguo estatuto del Vino de
1932. En este primer estatuto, la Administracién, deja el método de elaboracién en las manos de los
productores que actuaban individualmente y que perduré hasta los afos cincuenta de una forma

cadtica e insostenible. En este estatuto sdlo hacia referencia a:
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Articulo 2

d/ Vinos espumosos, los que tienen anhidrido carbénico producido en el seno de los vinos por una
segunda fermentacion alcohdlica en envase cerrado, ya sea espontanea o producida por el método

clasico de estas elaboraciones o variantes.

e/ Vinos gasificados, aquellos a los que se afiade anhidrido carbdnico después de haber sido

elaborados definitivamente.
Articulo 8

En la elaboracién, conservacién y crianza de vinos, mostos y mistelas y demas bebidas alcohdlicas
definidas en la presente disposicion seran permitidas Unicamente las practicas de operaciones y

adicién de las sustancias siguientes:

22. En los vinos espumosos se empleara azucar en la preparacion que requiera el llamado licor de

expedicion.

En Espafia el uso de nombres como Champafia y Xampany en Cataluiia acaba con El Arreglo de Lisboa
relativo a la Proteccion de las Denominaciones de Origen y su Registro Internacional (en adelante
llamado “el Arreglo de Lisboa”) que se adoptd en 1958 y que fue revisado en Estocolmo en 1967

(http://www.wipo.int/lisbon/es/general/), donde se reconocian la protecciéon de los nombres

geograficos y entre otros muchos el de “Champagne”. A este acuerdo también se adhiere Espafia y
entra en vigor el 25 de septiembre de 1966 siendo administrado por la Oficina Internacional de la
Organizaciéon Mundial de la Propiedad Intelectual (OMPI), que mantiene el Registro Internacional de
Denominaciones de Origen y publica el boletin titulado “Las denominaciones de origen”. También el
27 de junio de 1973 en Madrid se ratifica un Convenio entre el Estado Espafiol y la Republica
Francesa contra la competencia desleal a los productos naturales o fabricados y en especial sobre la

proteccion de las denominaciones de origen (http://www.boe.es/diario boe/txt.php?id=BOE-A-

1975-9284).

Por tanto habia que encontrar un nombre nuevo que no fuera el de espumoso porque estaba
relacionado con vinos espumosos de baja calidad. Como en la denominacion de origen Penedés que
se cred el 28 de junio de 1958 y se aprobd su reglamento el 25 de mayo de 1960, no se decia nada
sobre vinos espumosos, estos no quedaban amparados por esta DO. Tampoco los elaboradores de
vinos espumosos quisieron alinearse con la DO Penedés asi que en una Orden del 2 de julio de 1959
(B.O.E. numero 185, del 4 de agosto de 1959) se dieron las primeras normas sobre vinos espumosos

y vinos gasificados y también por primera vez se utilizé en un documento oficial la palabra “Cava”.
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Como este nombre todavia no poseia la etimologia que mds tarde la hara definitoria de una clase de
vinos espumosos, en las etiquetas se especificaba “Vino espumoso” o Vino gasificado” segun cada
caso, ya que eran las Unicas definiciones que admitia el Estatuto del Vino. También segun esta Orden,
previa solicitud al Servicio Central de Defensa Contra Fraudes, los elaboradores podian hacer figurar
en sus etiquetas como subtitulo el tipo de elaboracion: “Criado o elaborado en Cava”, “Elaborado en

tanques o cubas de fermentacidn cerrada” u otro similar.

Durante estos afos por la falta de autoridad y “la picaresca nacional” la mayoria de los elaboradores
de vinos espumosos habian dejado de producir por el método tradicional ya que resultaba mas

costoso y el mercado se llend de fraudes (vinos gasificados artificialmente).

Hasta que no se promulgd una nueva Orden del 12 del enero de 1966 (B.0O.E nim. 15 del 18 de mayo
de 1966) con la que se aprueba la “Reglamentacion de Vinos Espumosos y Gasificados” no se aplicé
el nombre genérico de Cava. Fue en su articulo 5 donde se definio la palabra Cava, para caracterizar
los vinos espumosos elaborados por el sistema clasico de fermentacién en botella y envejecimiento
en cava, pero no fijaba el limite del tiempo de crianza. Un contencioso administrativo mantuvo
practicamente sin efectividad esta Orden hasta el 27 de enero de 1969 cuando se dio a conocer la
sentencia del tribunal supremo. Para reglamentar estos vinos se publica una nueva Orden del 23 de
abril de 1969 (B.O:E. nim. 104 del 1 de mayo de 1969) donde se realizan algunas modificaciones del
contenido de la Orden del 12 de enero de 1966 como que los locales destinados a la elaboracion,
etiquetado y almacenado de vinos espumosos debian de estar separados de cualquier otro local

donde se elaboraran o almacenaran vinos espumosos obtenidos por otros sistemas de fabricacion.

Con la promulgacién de la ley 25/1970 del 2 de diciembre (B.O.E nium. 291, del 5 de diciembre de
1970) se creaba el “Estatuto de la Vifa, del vino y de los alcoholes” substituyendo al antiguo Estatuto
del Vino (Ley del 26 de mayo del 1933). Esta ley no entré en vigor hasta que no se aprobd su
reglamento por el Decreto 835/1972, del 23 de marzo (B.O.E. nium. 87, del 11 de abril de 1972). A
partir de este Reglamento en sus articulos 96 y 97 quedaban reglamentados los vinos espumosos
como una Denominacién Especifica por el método de elaboracién, y en la Disposicidn Final Segunda
se decia: “La Junta de Vins Escumosos creada por el Orden del Ministerio de Agricultura del 23 de
abril de 1969, queda integrada en el Instituto Nacional de Denominaciones de Origen y se llamara de
ahora en adelante Consell Regulador de Vins Escumosos i Gasificats” (Mestre i Raventds y Solé i

Bordes, 1993).

En la Orden del 27 de febrero de 1986 se establece la reserva de la Denominacién “Cava” para los

vinos espumosos de calidad elaborados por el método tradicional en la regidn que alli se determina,
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concretamente en su anexo, se determina la zona de producciéon de la Regiéon Determinada del Cava

y que actualmente esta definida en el vigente Reglamento del Cava.

La incorporacién de Espaina a la CEE el 1 de enero de 1986, supone el reconocimiento del Cava como
Vino Espumoso de Calidad Producido en una Region Determinada (V.E.C.P.R.D.), categoria en la que
se agrupan todos los vinos espumosos de primera categoria o maxima calidad y que se equiparan a
las Denominaciones de Origen y supone, el reconocimiento de la CEE, de que Unicamente se puede
elaborar Cava en el Estado Espafiol y siempre que sea dentro de la llamada “region del Cava”

(http://www.institutdelcava.com).

Como paso necesario posterior a la incorporacion de Espafia a la CEE y el reconocimiento del Cava
como un vecprd, en 1991 se publica la Orden Ministerial de 14 de noviembre de 1991 que aprueba el

actual vigente reglamento de la Denominacidn de Origen “Cava” y de su Consejo Regulador.

Esta es la norma bdasica que junto con la Orden Ministerial de 23 de febrero de 2007 que lo modifica
parcialmente y la Ley 24/2003 de 10 de julio de la Vifia y del Vino, regulan actualmente el sector del

Cava (http://www.institutdelcava.com).

Recientemente la UE ha pretendido ordenar los vinos de calidad protegidos por diferentes tipos de
nomenclaturas aplicadas en los paises vitivinicolas tradicionales como Espaia, Francia e Italia. Desde
este punto de vista, en Espafia existian los vinos de Denominacién de Origen (DO) y los de
Denominacién de Origen Calificada (DOCa), en Francia, los vinos de Appelation d’Origine Controlée
(AOC) y los de Delimites de Qualité Supérieure (VDQS), y en ltalia, los vinos de Indicazione Geografica
Tipica (IGT,) Denominazione di Origine Controllata (DOC) y los de Denominazione. di Origine
Controllata e Garantita (DOCG). El consumidor debia ser un gran experto en vinos para entender las
diferencias. Al mismo tiempo, los productores europeos de otros muchos productos agricolas
estaban solicitando que también se aplicaran niveles de calidad diferenciada, es decir, que se
extendiera a otros muchos alimentos los conceptos de denominacidon de origen e indicaciones
geograficas de los vinos. Por esta razon, la UE decide unificar las nomenclaturas de todos los posibles
productos agricolas en dos niveles de calidad: Denominacion de Origen Protegida (DOP) e Indicacion
Geografica Protegida (IGP). A este respecto elaboran en 2008 y 2009 el nuevo reglamento
(Reglamento (CE) n? 110/2008 y Reglamento (CE) 491/2009 (DOUE L 154 de 17/06/2009)), en el que
se definen ambos niveles de calidad y se recoge el listado de productos que reciben alguna de estas
calificaciones. La diferencia fundamental entre ambas calificaciones estriba en que la DOP, todas las
fases de produccién e ingredientes deben estar suscritos a la zona geografica delimitada por la
calificacion, mientras que en la IGP, alguno/s de las fases productivas o ingredientes pueden

pertenecer a un lugar fuera de la zona geografica definida.
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2.2 Elaboracion de vinos espumosos

Genéricamente hablando, los vinos espumosos son un tipo de vino que contiene didéxido de carbono
disuelto. Sin embargo, cuando el CO, es exdgeno, afiadido de una manera continua al vino que se ha
estabilizado y enfriado a -2°C y en una cantidad insuficiente para formar espuma se considera vino
efervescente (vino de aguja, vinho verde, frizzante, pétillant). Estos vinos carbonatados pertenecen a
una categoria inferior, en cuanto a rango de precio y calidad. De acuerdo con la terminologia de la
Unién Europea (6.6.2008 Diario Oficial de la Unién Europea L 148/47), se les llama vinos
“efervescentes” o en funcién de la presion de CO, “vinos espumosos gasificados”. El término “vino
espumoso” estd reservado para los vinos cuyo didxido de carbono procede exclusivamente de la
fermentacién (por lo tanto, de origen enddgeno) y cuya presion da lugar a espuma. Hay dos subtipos
especificos en estas categorias de vinos europeos: “vinos espumosos de calidad” y “vinos espumosos
aromaticos”. La primera categoria se caracteriza por tener presiones de diéxido de carbono de no
menos de 3,5 bares a 20° C. La segunda categoria incluye vinos “cuvée”, derivados de variedades de
uva especificas. Otras categorias como los vinos de aguja y vinos de aguja gasificados, cuyas
presiones de diéxido de carbono se encuentran entre 1 y 2,5 bares, se producen con origenes

enddgenos y exdgenos del didxido de carbono respectivamente (Buxaderas y Lopez-Tamames, 2012)

Los vinos espumosos mas prestigiosos son los europeos, ya sea por su origen, tradicién histérica, o su
elevada produccidn. Los mas famosos del mundo incluyen Champagne y Crémants de Francia, Cava

de Espaiia, Prosecco de Italia, Sekt de Alemania, Cap Classique de Sudafrica y Icewine de Ontario.
2.2.1 Métodos de elaboracidon de los espumosos de calidad

Sea Cava, Champagne, Sekt etc., el vino espumoso es un peculiar producto obtenido a partir de la
combinacion de variedades adecuadas, con los azlcares y levaduras necesarios para producir una
segunda fermentacion y al cual, una maduracion y posterior eliminacién de las lias lo prepara para el

consumo (Buxaderas y Ldpez-Tamames, 2003; Daban, 2005). Existen varios métodos de elaboracion:

Meétodo ancestral. Este fue probablemente, el primer método desarrollado para la elaboracién de
vinos espumosos. Empieza con la elaboracién del vino base mediante las técnicas clasicas de
elaboracidn de vinos tranquilos, a media fermentacién. En la segunda fase se transforma este vino,
qgue todavia contiene azucar residual procedente de la uva, en vino efervescente o espumoso. La
fermentacién secundaria o toma de espuma se produce en las botellas sin adicion de azucar (sin licor
de tiraje o de expedicién), y se detiene el proceso simplemente eliminando las levaduras. El
sedimento es insignificante en volumen y no hay deglelle. Con este método, la accién de las

levaduras nativas y de los indculos se controla o detiene por eliminacion de los nutrientes del medio,
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una disminucién de la temperatura, filtracidon o adicién de diéxido de azufre (Daban, 2005) (Figura
2.1). Los espumosos mas famosos elaborados mediante este método en Francia son el Bugey

(minimo 2 meses en botella) y el Ayze.

Método Champenoise, Cldsico o Tradicional. Es el método de elaboracidn de espumosos mas
conocido y el Unico aceptado para el cava. El vino obtenido es un espumoso natural, en el que la
elaboracidn y la crianza se hacen integramente en la misma botella por introduccién de vino base,
levaduras y azUcares necesarios para desencadenar la segunda fermentacion. La extraccion de las lias
deja el vino a punto para su consumo, directamente en la misma botella donde empezd el proceso
meses antes. El espumoso mds famoso elaborado mediante este método en Espafia es el Cava, cuya
crianza debe ser como minimo de 9 meses. En Francia el Champagne, cuya crianza debe ser como
minimo de 15 meses entre el tiraje y el deglelle; Champgane Millesimé con un minimo de tres afos
después de la fecha de vendimia; Crémant de Borgofia, de Alsacia, de Burdeos, de limoux, que debe
permanecer 9 meses en botella; Crémant del Loira minimo 12 meses en botella; Clairette de Die 9
meses en botella; Blanquette de Limoux con un minimo de 9 meses en botella; otros espumosos
franceses muy conocidos son: Gaillac Mousseux, Saumur Mosseux, Saint-Pourcain, Cheverny,
Montlouis, Seyssel (minimo tres afios de crianza en cava), Crémant del Jura. En ltalia: Spumante
Classico y Astis secos. En Alemania: Flaschengarung Nach Dem Traditionellen Verfahren. En Mdnaco:

Crémant de Mdnaco.

Método Champenoise-Milispark. Inventado por un espaiol, pero llevado a la practica por ingenieros
y quimicos de la empresa americana Millipore, es un proceso con las mismas fases y condiciones que
el método tradicional, pero con variaciones considerables en las operaciones de removido y degilielle.
Para el tiraje del vino base, el azUcar se introduce en las botellas en sus cantidades correspondientes,
pero las levaduras que ocasionan la segunda fermentacidon van contenidas en el interior de un
cartucho que a la vez, va unido al tapdn donde permanecen durante toda la fase de rima. Durante el
periodo de segunda fermentacidon y crianza las levaduras siempre estan en el cartucho, ya que éste
contiene en su interior una serie de membranas vy filtros permeables al vino, e impermeables a la
salida de las células y sus restos. De esta forma, el vino circula a su través sin enturbiarse. Llegada la
operacion del degiielle, el tapon saltard con los restos de levaduras en su interior y el vino
permanecera limpio. Segun varios estudios y analisis sensoriales, en los espumosos jévenes da buen
resultado, pero en los de larga crianza, una mayor superficie de contacto entre las levaduras sin
encapsular y el vino proporciona un caracter mds marcado y una crianza mds completa y compleja

(Mufioz y Avila, 2000; Daban, 2005).
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Figura 2.1: Diferentes métodos de elaboracidn de vinos espumosos. Diagramas adaptados de Daban 2005.
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Método transfer. En este método inventado en Alemania, el vino base se elabora mediante las
técnicas de vinificacion en blanco tradicional. La transformacién del vino tranquilo en espumoso por
la segunda fermentacién o toma de espuma se hace, como en el método tradicional, en las botellas
en posicion de rima, normalmente durante un periodo menor de tiempo que en el método
tradicional (un minimo de dos meses). No obstante, no hay operaciones de removido y deglelle. Las
botellas se vacian por sifonaje directo y el vino se mantiene bajo presidon en grandes tanques
isobaricos. Se filtra, también bajo presidon, y retorna a los tanques, donde se le afiade el licor de
expedicién. Este vino es transferido de nuevo a las botellas con su contenido original de gas, en un
proceso realizado a contrapresidn. Las botellas se tapan y anillan inmediatamente. Las etiquetas de
estos vinos deben incluir la frase «fermentado naturalmente en botella», en el idioma que

corresponda (Mufioz y Avila, 2000; Daban, 2005).

Método de la cuba cerrada, Granvds o gran envase. Otras denominaciones, segun el pais productor:
Grand vas, Charmat, Cuvée close o Método continuo. Este método, que tiene su origen en la segunda
mitad del siglo XIX y ha sido varias veces modificado y perfeccionado por técnicos italianos y fue
puesto a punto en 1907 por un ingeniero francés, Jean-Eugene Charmat. El método comprendia 8
fases sucesivas, y en torno a los afios treinta fue perfeccionado gracias a la disponibilidad de
autoclaves de acero. Se deposita el vino en un tanque sellado donde se mantiene a 202 Cde 12 a 16
horas. Seguidamente, se pasa a otro tanque donde se le afiade el azlcar y la levadura y se deja
fermentar de 10 a 15 dias. Después, se traslada el vino a otro tanque, donde se clarifica por
refrigeracion (22 C) y, finalmente, se filtra a contrapresién y se embotella. Desde la siembra de las
levaduras hasta su comercializacién han de transcurrir un minimo de 21 dias. Este método se utiliza
sobre todo para los vinos espumosos dulces Asti y Proseccos italianos, en los cuales el método se
prolonga més dias y por eso recibe el nombre de charmat lungo (Mufioz y Avila, 2000; Daban, 2005).
Los espumosos mas famosos elaborados mediante este método en Italia son el Asti Spumante,
Prosecco Spumante y Spumantes regionales nativos. En Alemania el Deutscher Qualitatsschaumwein

o Deutscher Sekt Bestimmter Anbaugebiete.

Método dioise. También denominado rural, gaillacoise y propieétaire. Es, segun se afirma, el mas
antiguo de la historia de los vinos espumosos, ya que hay datos de su introduccién por los romanos
cuando conquistaron las Galias (Mufioz y Avila, 2000). Se considera que comprende el método
ancestral y utiliza elementos del transfer. El principio bdsico es el mismo que en el ancestral: todo el
azucar proviene de las uvas. Se parte de un mosto parcialmente fermentado que contiene, como
minimo 35 g/L de azlcar, procedente de uvas dulces tipo moscatel. La fermentacidn en botella se
realiza sin afadir licor de tiraje, durante un tiempo minimo de cuatro meses, y el primer taponado

(tiraje) de las botellas no puede tener lugar antes del primero de enero siguiente a la vendimia. La
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eliminacion de las lias se hace por filtraje isobarométrico, ya sea de botella a botella, o trasladando el
contenido a recipientes de unificacion vy filtracion similares al transfer. Los mostos no deben
permanecer en estos recipientes mas de 10 dias y la temperatura no debe sobrepasar los 49C
(Mufioz y Avila, 2000). En este método estd prohibido el uso de licor de expedicién, ya que son vinos
muy ricos en azucar. El frio y los procesos de filtracién son los dos mecanismos usados para controlar
la accién de las levaduras. El contenido final de alcohol es de 9,5 % vol. y el azucar residual de unos
50 g/L. Por este método se elaboran los espumosos en Francia: vino de Blanquette y vino de Limoux;

Clairette de Die; Gaillac Mousseux.

Método continuo o ruso. La elaboracion de vinos base se hace siguiendo las técnicas clasicas de
vinificacidon en blanco, rosado o tinto. La segunda fermentaciéon es un proceso lento y continuo.
Después de la adicidn de azucares y levaduras, el vino circula por una serie de tanques de
fermentacidn, con anillas o piezas de roble sobre las que se absorben las levaduras y fermentan el
azucar del vino que circula a través de los tanques. A la salida de esta serie de depdsitos de
fermentacién, el vino contiene sdlo una pequefia cantidad de levaduras muertas, y ya es
efervescente y espumoso. A la toma de espuma le sigue una fase de enfriamiento y estabilizacidn del
CO,. Antes de embotellarlo, el vino se almacena en un tanque tamponador y se embotella a

contrapresién. El taponado y anillado se hace a la salida del filtro (Daban, 2005).
2.2.2 Método tradicional en la elaboracién de Cava

El cava es un vino espumoso de calidad producido en una regidn determinada que se elabora por re-
fermentacién de un vino base. El proceso de produccidon estd estrechamente regulado por el
Reglamento de la Denominacidn Cava y de su Consejo regulador aprobado por Orden 14.11.91 BOE
n2 278 (20.11.91) y por sus posteriores modificaciones. La D.O. Cava incluye bodegas de diferentes
regiones espafolas, con gran predominio de Cataluiia en cuanto a superficie cultivada y a volumen

de produccion. El método champenoise, clasico o tradicional es el Unico aceptado en la D.O. Cava.

El proceso de elaboracién del cava consta de dos etapas claramente diferenciadas: la vinificacidon en

blanco de la uva y la segunda fermentacién del vino y posterior crianza (Figura. 2.2).

Primera fermentacion

Se elabora el vino blanco, con una cuidadosa vinificacidon en la que sélo se prensan uvas en buen
estado, y se separan las fracciones resultantes en funcion de la calidad del prensado. Son muy
importantes los procesos de vendimia, transporte y prensado, hasta el punto que todos estos
procesos y equipos estan altamente regulados. Las variedades utilizadas son también objeto de

regulacién. El mosto desfangado se fermenta a una temperatura controlada (18 a 20 2C), y a
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continuacién se realizan los trasiegos, clarificaciones y mezclas adecuadas para obtener los vinos

base (Figura 2.2).

Segunda fermentacion

Se realiza la segunda fermentacién en una botella sellada después de afadir al vino base el licor de
tiraje. Este licor se compone de 1-2 millones de células de levadura/ml, 500 g de sacarosa/l y 0.1-0.2
g de bentonita/l (para asegurar la aglutinacion de las lias durante el removido), y/o compuestos de
fosfato de amonio (50 ml/hl) y otros para estimular el crecimiento de la levadura. Debido a que se
afaden aproximadamente 40-42 ml de licor de tiraje por cada 750 ml de vino base, cada botella
recibe entre 21 y 24 g de sacarosa (Flanzy et al., 1999). Es importante ajustar la cantidad de azucar
para obtener el grado alcohdlico deseado, asi como la presidn suficiente de didxido de carbono (5-6
atm a 20 °C) (Buxaderas y Lopez-Tamames, 2012). La toma de espuma (22 fermentacidn) se produce
por la desaparicion del azucar, la produccidn de etanol, generacion de diéxido de carbono vy
formacién de un sedimento (lias). El vino debe envejecer un periodo minimo de 9 meses durante el
cual se remueve peridodicamente, para poder recoger los restos de levaduras en el cuello de la
botella. Las fases finales incluyen el degtielle, dosificacion del licor de expedicién, taponado con el

tapon de corcho y colocacidn de cépsula, alambre y etiquetado (Figura 2.2).
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2.3 Caracteristicas de las levaduras de segunda fermentacion

La levadura Saccharomyces cerevisiae es la especie cldsica que se utiliza en la fermentacion
alcohdlica. De las caracteristicas de esta levadura depende en gran parte el éxito del proceso de

elaboracion de vinos espumosos por el método tradicional.

Saccharomyces cerevisiae es un organismo GRAS, reconocido como seguro y uno de los
microorganismos unicelulares mas estudiados. Miles de sus genes se han caracterizado y fue el
primer genoma de una célula eucariota en ser secuenciado (Goffeau et al.,, 1996). Es una levadura
anaerobia facultativa que pertenece al filo Ascomycota del reino de los hongos. Su fisiologia,
bioquimica, metabolismo y fermentacion han sido ampliamente investigados y existe una gran
cantidad de informacién disponible. Saccharomyces cerevisiae esta tan estrechamente asociado a los
seres humanos que rara vez se encuentra en los alrededores retirados de los asentamientos
humanos (Martini, 1993). De hecho, su éxito evolutivo probablemente puede explicarse por su
relacidn con los humanos, sobre todo en la produccién de bebidas alcohdlicas, una actividad que el
hombre desarrolla desde hace un minimo de 7.000 afnos (McGovern et al., 2004). Gracias también a
nuestra especie, S. cerevisiae goza de un gran éxito reproductivo, se estima que se producen cada

afio unas 600.000 toneladas de levadura de panaderia (Pretorius et al., 2012).
2.3.1 Ultraestructura de Saccharomyces cerevisiae

Las levaduras presentan dos envolturas celulares, la pared y la membrana plasmatica. Estas

envolturas rodean el citoplasma que estd compuesto por el citosol y los organulos (Figura 2.3).

Figura 2.3: Esquema del corte transversal de una célula de levadura. Cm=membrana citoplasmadica, Cp=
citoplasma, D= dictiosoma, ER= reticulo endoplasmatico, Li= gotas lipidicas, Mi=mitocondrias, N= nucleo, Na=
cicatriz de gemacién, NI= nucleolo, Po= polifosfato, Rb= ribosomas, V= vaculoa, Zw = pared celular.
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Pared celular

La pared celular es un organulo dindmico que preserva la integridad osmética de la célula y cambia
su morfologia en funcién del estado fisiolégico, proporcionando una estructura scaffold que permite
exponer aglutinas y floculinas a otras células de levaduras (Orlean, 2012). Su composicion vy

organizacidn varia durante su crecimiento y desarrollo.

La pared representa entre el 15 y el 30% del peso seco de una célula de S. cerevisiae en estado
vegetativo. El porcentaje de variacién depende de las condiciones de crecimiento, estrés,
mutaciones, etc. (Aguilar-Uscanga y Francois, 2003; Yin et al., 2007; Backhaus et al., 2010). Tiene un
grosor de 110-200 nm, segln las estimaciones hechas mediante micrografias electrdonicas de
transmisidon y mediante el uso de microscopia de fuerza atémica (Dupres et al., 2010; Yamaguchi et
al., 2011). Los principales componentes de la pared son glucanos B-1,3 y B-1,6 ligados,
manoproteinas, y quitina, que pueden unirse covalentemente para formar complejos de orden
superior. La columna vertebral de la red estda compuesta por B-1,3-glucano creando una estructura
ramificada que permite cubrir grandes areas de la superficie celular. Tanto los B-1,6-glucano como
algunos polisacaridos de quitina, estdn unidos a los extremos no reductores de los -1,3-glucano.
Aunque los B-1,6-glucanos son un componente relativamente menor de la pared celular, son muy
importantes por su papel central en los enlaces cruzados cross-linking que la componen (Kollar et al.,
1997) y porque las manoproteinas estan unidas a ellos mediante un anclaje al glicosil fosfatidil
inositol (GPI), quedando retenidas en la pared celular. Algunas de estas manoproteinas tienen o se
predice que tienen actividad enzimatica, como hidrolasas o reticulantes (crosslinkers); otras pueden
tener funciones estructurales o mediar en la "actividad social" al servir como aglutininas o floculinas

(Orleans, 2012).

A través de micrografias electrénicas de secciones finas de la pared de las levaduras en estado
vegetativo, se han podido observar dos capas bien diferenciadas. La exterior es electrodensa a los
electrones y tiene una superficie en forma de “cepillo” (Baba et al., 1989; Osumi 1998; Kapteyn et al.,
1999; Hagen et al., 2004; Yamaguchi et al., 2011), y se puede romper por proteolisis (Kopecka et al.,
1974; Zlotnik et al., 1984) por lo tanto, consiste sobre todo en manoproteinas. La capa interna, mas
electro transparente a los electrones, es microfibrilar y B -glucanasa digestible, lo que indica que sus

componentes principales son glucanos.

Las cantidades relativas y localizacién de los componentes individuales de la pared varian en funcion
del ciclo celular o etapa de desarrollo, fase de crecimiento, las condiciones nutricionales, y el estrés
de la pared impuesta por hipo-osmolaridad, pérdida mutacional de las actividades biosintéticas de la

pared o proteinas de la pared, o por el tratamiento con drogas. Las variaciones en la composicién de
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la pared y la organizacién impactan en la medida en que la pared es una barrera para la exportacion
de proteinas que son secretadas, solubles al medio. Algunas proteinas pueden ser retenidas por la
parte exterior de la membrana plasmatica, en el espacio periplasmico. La funcién de barrera de la
pared depende de la fase de crecimiento y las condiciones del cultivo, cuando las células estan en
crecimiento la pared es mas porosa (De Nobel y Barnett, 1991). Glicoproteinas nativas tales como
CTS1, asi como muchas glicoproteinas solubles heterélogas con masas de hasta 400 kDa, pueden
pasar a través de la pared al medio cuando las células estan en la fase de crecimiento logaritmico,
mientras que las paredes de las células en la fase estacionaria son menos porosas (De Nobel et al.,
1990; Kuranda y Robbins, 1991). La porosidad relativamente alta de las paredes de las células en la
fase logaritmica podria reflejar un menor grado de reticulacién, pero la disolucién de material septal
que se produce cuando las células en divisién se separan, también podria liberar proteinas de la
pared al medio. Varios autores dan su propio enfoque sobre la organizaciéon de la pared como
Kapteyn et al. (1999), Klis et al. (2002, 2006), Latgé (2007), Pitarch et al. (2008), y Gonzdlez et al.

(2010). Los principales componentes de la pared son los siguientes:

Polisacdridos: Los polisacaridos de la pared estdn separados tipicamente en tres
fracciones definidas sobre la base de su solubilidad en alcali y acido (Fleet, 1991). Estas fracciones
contienen diferentes cantidades de glucanos ligados B 1,3- y B 1,6 y mananos (Magnelli et al., 2002)
y también difieren en la medida que los glucanos se reticulan con la quitina, esto determina su

solubilidad en alcali.

Quitina: La quitina es un polisacarido compuesto de unidades de N-acetilglucosamina (GIcNAc)
unidas entre si con enlacef -1,4, que aporta sélo entre un 1y 2% del peso seco de la pared de
levaduras cuando no hay un grado intenso de estrés. La quitina normalmente se deposita en forma
de anillo en el cuello, entre una célula madre y la célula hija, en el tabique divisién primaria, y en las
paredes laterales de las células hijas recién separadas. La longitud media de la quitina en
el septo digerido con B -glucanasa es de alrededor de 110 residuos de GIcNAc (Kang et al., 1984) y se
puede visualizar in situ mediante tincién con calcofluor blanco (CFW). La quitina se presenta en tres
formas diferentes en la pared: ademas de quitina libre, algunas estan unidos $ 1,3 -glucanos sobre
todo en el cuello entre las células madre e hija, mientras que una cantidad menor, que se encuentra
en las paredes laterales, estda unida $ 1,6 -glucano, que a su vez estd unido a mananos3yl,3 -
glucano (Cabib y Duran, 2005; Cabib, 2009). Los niveles de quitina aumentan en respuesta al estrés

(Orlean, 2012).

B-Glucanos: las cadenas de B-glucanos comprenden entre el 30-60% del peso seco de la pared y se

pueden separar en tres fracciones que contienen tanto B-1,3 como B-1,6 enlaces. La fraccidon
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principal, que constituye alrededor del 35% del peso seco de la pared, son B-1,3 glucanos, 4cido y
alkali-insolubles, con un grado de polimerizacién de alrededor de 1500 residuos y cadenas
laterales de B-1,3 glucanos ligados a cadenas laterales de B-1,6 glucosas que representan el 3% de
todo el polimero (Fleet, 1991). Las terminaciones no reductoras de las cadenas de B-1,3 glucanos, se
pueden vincular a la quitina, haciendo que el B-glucano sea insoluble (Kollar et al., 1995). Una
segunda fracciéon de B —glucanos que representa el 20% del peso seco de la pared, es similar en
tamafio y composicion que la alkali-insoluble B-1,3 glucano, pero esta es soluble en alkali porque no
esta reticulado con la quitina (Hartland et al., 1994). Una tercera fraccién alkali-insoluble glucano,
que representa el 5% del peso seco de la pared, puede ser liberada por una extracciéon con acido o
digerido con endo B-1,3 glucanasa (Manners et al., 1973; Boone et al., 1990). Esta fraccién son los B-
1,6 glucanos con un grado de polimerizacidn de 140 residuos, el cual comprende un 14 % de los 3-1,6

residuos que sostiene una cadena lateral de B-1,3 glucanos (Manners et al., 1973).

Enlaces cruzados entre polisacdridos: Se han descrito tres tipos de enlaces entre los polisacaridos de
la pared. El primero es un B-1,4 enlace entre el final reductor de la cadena de quitina y el final no
reductor del enlace B-1,3 glucano (Kollar et al., 1995), y hasta la mitad de las cadenas de quitina en la
pared pueden estar relacionados con B-glucano de esta manera. Debido a que existe una vinculacion
de aproximadamente una quitina- B-glucano por 8000 hexosas, estos enlaces cruzados tienen un
impacto importante en la solubilidad del B-glucano (Kollar et al., 1995). El segundo tipo de enlace se
establece entre el final reductor de la quitina y el final no-reductor del #-1,3 glucano que se ramifica
a partir del B-1,6 glucano (Kollar et al., 1997). La configuracion de estos enlaces es o bien B-1,2 o B-
1,4. Los dos tipos de quitina-B-glucano de unidn se encuentran en diferentes partes de la pared. En el
tercer tipo de enlace, los extremos reductores de las cadenas de glucano B-1,6 se pueden unir a -

1,3-glucano, pero la configuracion es desconocida (Kollar et al., 1997).

Manoproteinas: de la pared celular de la levadura pueden llevar asparagina con N-glucanos
enlazados, O-Manno-oligosacaridos enlazados, y a menudo también un glicosilfosfatidilinositol (GPI).
Los N-glucanos enlazados se pueden ampliar con una cadena exterior de 50 o mas a-1,6 enlaces de
manosa que estd ampliamente decorada con cadenas laterales cortas de a-1,2-Manosa terminados
en a-1,3-Man. También se pueden unir a los residuos-a-1,2 enlaces fosfodiester unidos a manosas.
Muchas glicoproteinas también tienen glicanos O-manosil, que a menudo estan presentes en tramos

ricos en los aminoacidos serina y treonina.

En la Figura 2.4 se muestra la estructura y sintesis de la pared celular de Saccharomyces cerevisiae.
Después de la sintesis en el reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi, las manoproteinas se

empaquetan en vesiculas y se transportan a la membrana plasmatica, mientras que los polisacaridos,
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tales como quitina, B-1,3-glucano y B-1,6-glucano, emergen de la membrana plasmatica al espacio
periplasmico. Hay que tener en cuenta que esta representacion es hipotética para losp -1,6-glucano
ya que no se conoce bien el mecanismo de su sintesis. Todos estos componentes se encuentran
vinculados entre si en la pared celular como un complejo polisacarido-manoproteinas. El recuadro
muestra una representacién esquematica de este complejo. En la unidon de los diferentes
componentes los extremos no reductores se muestran como circulos de color mas claro e indican
cadenas de polisacaridos de longitud indeterminada, y los extremos reductores se muestran como
triangulos. La conexion entre manoproteina y los B-1,6-glucanos consiste en un anclaje residual de
glicosilfosfatidilinositol. No se muestra la proporcion de quitina celular que esta libre, y tampoco las

proteinas PIR, que se unen a B-1,3-glucano través de un enlace-alcalino Iabil (Cabib y Arroyo, 2013).

© B-1,3 glucano
© p-16glucano
© Quitina
©. . Manosa
s== Proteina

Complejo Folisacarido-manoproteina

manoproteinas

6 e uDP
e
s G"‘A‘UDPGPU

P~ Mannoprotein

°:f—5

Membrana plasmatica
Espacio periplasmico

Pared celular

Figura 2.4: Parte izquierda estructura y sintesis de la pared de Saccharomyces cereviseae. Et, etanolamina; Glc,
glucosa; GIcNAc, N-acetilglucosamina; P, fosfato. Figura adaptada de Cabib y Arroyo, 2013. Parte derecha
imagen de TEM de una seccién de la pared de una levadura de cava.

2.3.2 Fase de toma de espuma

Cada bodega selecciona una o mds especies de levaduras con las que garantizar un proceso
fermentativo completo del mosto de uva, en presencia del aditivo enoldgico por excelencia que es el

dioxido de azufre, de una acidez de alrededor de 3.5 y una temperatura, a ser posible, inferior a los
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202C especialmente cuando se trata de elaborar vino blanco. No obstante, cuando se trata de

fermentar un vino en botella los factores de seleccién son mds numerosos y estrictos.

Son tres los criterios de seleccion mas importantes para las células de levadura: resistencia al alcohol
pues deben fermentar un vino base que tiene entre 9.5y 11.5% de etanol; pH acido, el del vino oscila
entre 2.8 y 3.3 y deben ser criofermentativas, pues deben ser capaces de acabar la fermentacién a
109C - 159C de temperatura en bodega. Cuando la segunda fermentacién se lleva a cabo, otros tipos
de estrés afectan a estas levaduras, como la presién de CO, (soportan hasta 6 atm) y la ausencia de
nutrientes al final de la fermentacion. Todo esto provoca cambios en la composicién y la morfologia
de la levadura. Recientemente se ha propuesto como método de seleccion de levaduras para llevar a
cabo la segunda fermentacion, la capacidad que muestren para superar el estrés de pH acido y la alta

concentracion de glicerol (Borrull et al., 2015).

Para la crianza o fase de toma de espuma, las levaduras necesitan aclimatarse progresivamente. Tal y
como lo definen Tai et al. (2007) es la adaptacién de la levadura a uno o varios factores de estrés
durante varias horas o dias. Estos factores incluyen el alto contenido de etanol, pH acido, baja
temperatura, una concentracion de SO, total (50-80 mg/l) y acidez total alta (5-7 g/l H,SO,). Otros
factores propios de la segunda fermentacién pueden tener un efecto sinérgico con los antes
mencionados, tales como dacidos grasos de cadena media (C6-C12), ausencia de nutrientes, etc.
Ademas, algunas condiciones durante la aclimatacion de las células de levadura puede modificar su
comportamiento durante la segunda fermentacidn, tales como la presencia de oxigeno. En
consecuencia, el principal problema para los productores de vino estd en preparar el starter que esté
bien adaptado a estas condiciones del medio. Durante la segunda fermentacion, las levaduras siguen

viéndose sometidas a condiciones desfavorables, a pesar de su aclimatacidn previa.

La cinética de las células de levadura en la fase de toma de espuma ha sido descrita de forma precisa
por Valade y Laurent (1999). Esta toma de espuma es una nueva fermentacion alcohdlica cuya
ecuacion es la misma que la primera pero produciendo ademds diferentes metabolitos que
contribuyen al flavor (flaveur) de los vinos espumosos. Muchos pardmetros como la temperatura,
SO,, pH, y contenido el alcohol se encuentran en un umbral limite para una buena actividad de las
levaduras dificultando el buen desarrollo de esta nueva fermentacion. La oxigenacién del vino en el
tiraje interviene también en la toma de espuma, asi como la presencia de gas carbdnico residual,
resultante de la anterior fermentacion alcohdlica. Valade y Laurent (1999) han estudiado el efecto de
todos los factores de la toma de espuma cuya cinética general se representa en la Figura 2.5. El

aumento de presidon que alcanzan las botellas es de 6 bares y representa una cantidad de gas
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carbodnico disuelto alrededor de 12 g/l. Una toma de espuma se considera como incompleta si la

cantidad de azucar residual es superior a 2g/I.
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Figura 2.5: Evolucién de la presion, de la poblacién de levaduras vivas y totales a lo largo de la toma de espuma

(Figura adaptada de Dutreurte, 2011).
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Figura 2.6: Ciclo clasico de crecimiento de la levadura bajo condiciones estandar. (Figura adaptada de Zamora,

2009)

A continuacidn se lleva a cabo un repaso de los factores microbiolégicos y fisico-quimicos que acttan

e influyen en el desarrollo del proceso fermentativo:
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La levadura. La funcién principal de la levadura es catalizar la conversién, rapida, completa y
eficiente, de los azlcares de la uva a etanol, didxido de carbono y otros metabolitos. La Figura 2.6
muestra el ciclo cldsico de crecimiento de la levadura bajo condiciones estandar (Fleet y Heard, 1993;
Del Nobile et al., 2003). El crecimiento de una poblacién resulta de la suma de los ciclos celulares de
todos los individuos. El ciclo celular es el proceso de desarrollo de una levadura considerada de
forma aislada. El intervalo para la formacidn de dos células a partir de una supone una generacion, y
el tiempo transcurrido para que esto ocurra se llama tiempo de generacidon. Durante cada
generacion, tanto el nimero de células como la masa celular se duplican (Madigan et al., 2015). El
crecimiento suele ser asincronico puesto que cada microorganismo se encuentra en un punto
diferente del ciclo celular. Por consiguiente, en un momento determinado en la poblacién se
encuentran células que acaban de dividirse, otras que estan replicando su ADN y elongandose, otras
que estan iniciando la divisidon celular, etc. La velocidad de crecimiento es el cambio en el nimero de

células o en la masa celular experimentado por unidad de tiempo.

Durante las primeras horas de una fermentacion alcohdlica estandar la poblacién de levaduras no
aumenta. Este periodo, también llamado fase de latencia, es necesario para que la célula pueda
adaptarse a las nuevas condiciones ambientales. La poblacién inicial depende de varios factores. Si
no se inoculan levaduras, la poblacién es de alrededor de 10 células/ml. Sin embargo, esta poblacién
puede ser mayor si las uvas han sido atacados por la podredumbre gris u otras plagas fungicas. Por
otro lado, si se inoculé con levaduras secas seleccionadas, la poblacién inicial es mas alta (alrededor
de 5 x 10° células/ml) (Zamora, 2009). Una vez que las levaduras se han adaptado a las condiciones
ambientales, comienzan a crecer. Este periodo, llamado fase de crecimiento exponencial esta muy
influenciado por la temperatura (Ough, 1964), por la concentracion de aminodcidos y otros
nutrientes (Lafon-Lafourcade, 1984; Sablayrolles et al., 1996) y por la presencia de oxigeno
(Sablayrolles y Barre, 1986). Durante la fase de crecimiento exponencial, las levaduras aumentan su
poblacién de 107 hasta 10® células/ml. Esta fase puede durar de 3 a 6 dias. Después la levadura deja
de crecer debido a que algunos nutrientes estan en concentraciones deficientes. Durante esta nueva
fase, llamada fase cuasi-estacionaria, la poblacidon de la levadura permanece casi estable y puede
durar de 2 a 10 dias. Mas tarde, comienza el declive y la poblacidon de la levadura disminuye
gradualmente hasta que desaparece casi por completo. Durante este periodo hay levaduras que
mueren a causa de la falta de nutrientes y también porque el etanol y otras sustancias producidas
durante la fermentacién alcohdlica, son tdxicas para ellas (Lafon-Lafourcade et al., 1984). La muerte
de una poblacién microbiana, igual que su crecimiento durante la fase exponencial, es normalmente
logaritmica (esto es, una cantidad constante de células muere cada hora). Aunque la mayor parte de

la poblacidon microbiana muere de forma logaritmica, la velocidad de mortalidad puede disminuir
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después de reducirse drdsticamente la poblacién. Esto se debe a la supervivencia prolongada de
células particularmente resistentes. Por éstas y otras razones, la curva de la fase de muerte puede

ser compleja (Willey et al., 2009).

En la segunda fermentacion, cuando se afade el licor de tiraje, la levadura se deposita muy
rapidamente en la cara interior de la botella que le sirve de apoyo en la rima, lo que permite un area
relativamente grande de contacto entre la levadura y el vino (alrededor de 50 cm?). La proliferacion
de la levadura se ve severamente limitada por diversos parametros que caracterizan el vino, y la
poblacién celular maxima no excede generalmente de 7 a 8 millones de células por ml para una
temperatura de toma de espuma de 132C. Cuando las condiciones estan particularmente cerca del
limite, se recomienda aumentar el nivel de siembra hasta 3 millones de células por ml con el fin de
compensar la falta de la multiplicacion celular y finales de toma de espuma dificiles. Después de un
periodo de latencia muy reducida, la fase de la multiplicacién celular se extiende a lo largo de varios
dias con una tasa de multiplicacién de 2 a 3. La poblacién de células a continuacion, se mantiene
durante toda la duracion de la segunda fermentacion. Pero antes de llegar completamente al final de
la misma, la poblacion viva disminuye y por lo tanto se vuelve menos activa bajo la influencia de
ciertos parametros que son aun mas limitantes, en particular, el contenido en alcohol y la presién del
diéxido de carbono que aumentan con el avance de la segunda fermentacidn (Figura 2.5). La toma de
espuma es una fermentacion alcohdlica extremadamente lenta, de 15 a 30 veces mas lenta que una
fermentacién cldsica. Lo fundamental de esta toma de espuma se desarrolla entre los 20 y 30
primeros dias. La levadura fermenta en este periodo alrededor de 20 g/l de azlcar, mientras que en
la primera fermentacion se fermentan de 170 a 180 g/l entre los 6 y 12 primeros dias segln la
temperatura. Se realiza en botella cerrada, sin agitacidn. La lenta produccién de gas carbénico no
favorece una correcta homogenizacién del liquido en la botella, lo que podria permitir que todas las
levaduras estuvieran en contacto con el vino como sucede en las fermentaciones tumultuosas. En
realidad es la generacidon de calor causada por esta fermentacion, lo que provoca fendmenos de

conveccidn y permite la renovacion del liquido en contacto con la levadura (Duteurtre, 2010).

El oxigeno y el CO, El oxigeno esencial disuelto en el tiraje es consumido durante las primeras 24
horas, mientras que el crecimiento celular puede durar una docena de dias. Una presidn inicial de
CO, en el tiraje de 0.2 bar puede reducir un 40% el crecimiento celular comparado con un vino sin

nada de gas.

Alcohol y pH. Al inicio de la toma de espuma el contenido en alcohol estd alrededor del 10-11% vol. El
aumento de este contenido es del orden de 1.3 a 1.4 % vol. en la toma de espuma, lo que fortalece

su efecto inhibidor sobre el metabolismo de las levaduras. Cuanto mayor sea el contenido de alcohol
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en el vino base, mas dificultades pueden aparecer para llegar con éxito al final de la toma de espuma.
El pH es un parametro donde el endlogo tiene menos margen de accién ya que estd ligado a
condiciones de afada. Por debajo de 2.9 la toma de espuma puede no llegar a completarse, sobre

todo si otros pardmetros como la temperatura y el SO, estan al limite.

El SO,. Este aditivo presente en el vino se encuentra en forma libre o combinada. Las propiedades
antisépticas estan ligadas principalmente al SO, libre, concretamente al SO, molecular; el HSO;" seria

mas inhibidor de la actividad de las levaduras (Figura 2.7).

SO, libre SO, combinado
50, HSO, SO, combinado so,
molecular  actividad de forma mas combinadode
activo deébil inestable forma estable
Variable en  Variable en No varia
funciéndel  funciondel
pH pHy dela
temperatura
SO, Total

Figura 2.7: Diferentes estados del SO, en el vino (Valade y Laurent, 1999).

Conviene conocer bien el nivel de SO, en el vino de tiraje. Cuando hay un nivel de 10 mg/| de SO,

libre, el vino esta correctamente protegido sin inhibicion significativa de la actividad de las levaduras.

Temperatura. La temperatura en las cavas donde se realiza la segunda fermentacidon esta
generalmente comprendida entre los 10 y 152C. Con temperaturas menores a 102C, la toma de
espuma es dificil de conducir, sobre todo si otros pardametros estan también al limite. Con las
temperaturas superiores a 202C combinadas con un fuerte contenido en alcohol y un pH bajo, se
produce una mortalidad muy rapida de las levaduras, lo que conlleva a tomas de espuma
incompletas. Si se ha completado la toma de espuma, la conservacién de estos vinos espumosos a
altas temperaturas provoca un envejecimiento acelerado negativo que impide alcanzar la calidad

esperada.

En un estudio realizado en las bodegas Freixenet (Figura 2.8) se ha comparado como incide la
temperatura en la poblacidn de levaduras. Para una toma de espuma realizada a 23-252C se observa
un aumento muy rdpido de poblacidn (3 millones de células viables en 5 dias), que desciende
también muy rapidamente; mientras que a 12-15 2C la poblacion de células viables aumenta mas

lentamente, pero se mantiene en 3 millones hasta 30 dias después del inicio de la toma de espuma
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(Figura 2.8 a). El aumento de células inviables a temperaturas mas altas comienza a partir de los 10
dias de la toma de espuma, y para temperaturas mas bajas a partir de los 35 dias (Figura 2.8 b). A
temperaturas altas las levaduras dejan de fermentar, manteniendo en el vino un azucar residual de

aproximadamente 5g (Figura 2.8 c).
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Figura 2.8: a) Contenido de células viables a diferetes temperaturas; b) Contenido de células inviables a
diferentes temperaturas; c) Evolucion del contenido de azlcar a diferentes temperaturas (datos cedidos por
Freixenet S.A.).

2.3.3 Autofagia y lisis de las levaduras

Durante la fase estacionaria la levadura tiene que hacer frente a un entorno hostil y diferentes

condiciones de estrés: un alto contenido de etanol, la incapacidad de las células para absorber los
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nutrientes, y un alto nivel de CO,. Estos factores de estrés inducen una respuesta molecular y celular
(Bauer y Pretorius, 2000): las proteinas receptoras especificas detectan esos cambios y activan vias
metabdlicas mediante sefiales de transduccidn, para producir una serie integrada de respuestas de
adaptacion y mantener la homeostasis intracelular, como cerrar ciertas vias metabdlicas, movilizar
nuevas fuentes de energia y acumular gotas de lipidos (lipid droplets) en el citoplasma (Cebollero y
Reggiori, 2009; Werner-Washburne et al., 1993; Sandager et al., 2002). En este estado, la expresion
génica reduce las tasas de transcripcion y traduccién (Werner-Washburne et al.,, 1993). Esta
disminucién de traduccién conduce a la acumulacion de mRNAs en granulos de ARN-proteina (RNP)
(Buchan et al., 2008). Ademas, se producen cambios en la maquinaria celular de los componentes
internos, como el aumento en numero de las mitocondrias y el cambio en su forma (Werner-

Washburne et al., 1993).

Una segunda respuesta celular es la induccién de la autofagia, un proceso de degradacién también
importante para el mantenimiento de la homeostasis celular, mediada a través de la vacuola, que
permite el suministro de energia y la sintesis de los componentes esenciales para la supervivencia
(Kraft et al., 2009). Las deficiencias nutricionales tales como nitrégeno, en mayor grado, o una fuente
de carbono, aminoacidos auxotroficos o acidos nucleicos, en menor medida, también inducen la
autofagia (Cebollero y Reggiori, 2009). Morfoldgicamente se pueden distinguir dos tipos de autofagia
en Saccharomyces cerevisiae, cada uno es diferente por la ubicacién y la naturaleza del proceso de
secuestro. Macroautofagia se produce lejos de la vacuola, porciones de citoplasma incluyendo
macromoléculas y organulos enteros son secuestrados dentro de vesiculas de doble membrana,
denominadas autofagosomas, para la descomposicidon y posterior reciclado en la vacuola. En la
microautofagia el secuestro se produce en la superficie de la vacuola (Mijaljica et al., 2007). Los
procesos de micro y macroautofagia pueden ocurrir al mismo tiempo. Las células que mueren a
menudo muestran caracteristicas morfolégicas de autofagia (por ejemplo, la acumulaciéon de
autofagosomas). Aunque la muerte celular suele ir acompafiada de autofagia, sigue siendo
controvertido si la autofagia promueve o previene la muerte celular. Durante la segunda
fermentacién, cuando las levaduras se encuentran en situaciones de hambre, se produce la
disolucién de organulos intracelulares, lo que lleva a la liberacion de enzimas hidroliticas de la
vacuola al citoplasma. Se ha dicho que la autofagia contribuye al resultado de la autdlisis en
condiciones enoldgicas, y existe la hipdtesis de que la autdlisis podria verse afectada por el cambio
en la tasa de autofagia. La autofagia puede acelerar la degradacion enzimatica de organulos,
causando la liberacion de compuestos que tienen una gran influencia en la calidad del vino

espumoso. Por otro lado, defectos de la autofagia pueden acelerar la muerte de células, causando

36



Introduccién

una liberaciéon mds rapida de compuestos intracelulares de bajo peso molecular que influyen en las

caracteristicas organolépticas (Cebollero y Gonzalez, 2007).
Muerte

Desde el punto de vista microbiolégico, un microorganismo muere cuando pierde de forma
irreversible la capacidad de dividirse. El fundamento de esta definicién es que si un microorganismo
ha perdido la capacidad de dividirse no podra formar una colonia sobre un medio de cultivo y no sera
posible detectar su presencia por los métodos microbiolégicos tradicionales. Es decir, cuando no se
produce aumento en el nimero de microorganismos no hay crecimiento. Sin embargo, un
microorganismo puede estar muerto desde el punto de vista microbiolégico y continuar

desarrollando una actividad metabdlica que se traduzca, por ejemplo, en liberacién de toxinas.

Las levaduras muertas pasan a formar parte de las llamadas lias, sobre todo de las denominadas
finas. Las lias vinicas se definen legalmente como el residuo formado en el fondo del recipiente que
contiene el vino después de la fermentacién, durante el almacenamiento o después de tratamientos
autorizados. También se incluye en esta definicion el residuo obtenido por filtracién o centrifugacién
del producto (DOUE L208 16/07/1982 reglamento UE n2337/79). Sin embargo, existe una gran
diferencia entre las lias de primera fermentacién y fangos de filtracién respecto a las lias de la
segunda fermentacién. En el primer caso el residuo contiene levaduras muertas, tartratos y otras
sales, y coloides inestables en un medio hidroalcohélico, mientras que en las lias de la segunda
fermentacién prevalecen las levaduras muertas y compuestos mas o menos adsorbidos a sus

paredes, como compuestos fendlicos y aromaticos entre otros.
Autdlisis

Segln una definicién del Diccionario Profesional del Vino (Serdio, 2015) la autdlisis es la destruccion
celular de las levaduras por sus propias enzimas. Desde el punto de vista enolégico, la autélisis es un
proceso lento en el que se produce una auto-digestion enzimatica de los compuestos intracelulares
de la levadura (péptidos, aminoacidos, acidos grasos y nucleétidos) y biopolimeros de la pared
celular (glucanos, manoproteinas). La ruptura de las membranas celulares y las modificaciones en la
estructura de la pared celular, permite la liberacidon de los productos de degradacién al medio
extracelular. Segun el tipo de vinificacidon la autdlisis puede darse en condiciones aerdbicas y
anaerdbicas como el caso de los vinos espumosos. Varios autores consideran que en los vinos
espumosos la autdlisis de la levadura no comienza hasta 2-4 meses después de la finalizacién de la
segunda fermentacién (Babayan y Bezrukov, 1985; Charpentier et al.,, 1993; Fornairon-Bonnefond et

al., 2001; Todd et al., 2000; Alexandre y Guilloux-Benatier, 2006).

37



Introduccién

Como consecuencia del proceso autolitico, ocurren cambios en la composicion quimica del vino, y la
influencia de los mismos en las caracteristicas organolépticas, justifica el tiempo minimo de crianza
del cava (9 meses), y el largo proceso de envejecimiento de los cavas de alta gama (30 meses para los
Gran reserva). Durante muchos afios ha existido un gran interés en conocer el papel de las lias en la
calidad organoléptica del vino espumoso. Muchos de los cambios quimicos que suceden en el vino se
han supuesto que estan provocados por el contacto del vino con las levaduras muertas. La suposicion
se ha mantenido porque los cambios se explican facilmente en una crianza bioldgica y por los
cambios detectados en autdlisis forzadas en sistemas controlados, que dan a entender que la

levadura por la autdlisis es capaz de conducir el cambio.

Con este interés se han realizado numerosos estudios recogidos en varias revisiones (Charpentier et
al., 1993; Fornairon-Bonnefond et al., 2001; Babayan y Bezrukov 1985; Alexandre y Guilloux-Benatier
2006) que se pueden agrupar por el tipo de metodologia empleada para detectar o identificar la

interaccion:

e Cambios en la composicidn del vino espumoso a lo largo de la rima. Supone realizar andlisis
en el vino seglin dos modalidades:
0 Seguimiento del mismo vino
0 Muestreo amplio de vinos de similar envejecimiento
El inconveniente de estos estudios es que no se puede presuponer que los cambios ocurridos
en el vino sean debidos sélo a la autdlisis. En el caso del seguimiento del mismo vino, el

tiempo de muestreo puede llegar a ser muy elevado.

e Autdlisis forzada (inducida) en un medio controlado de las levaduras utilizadas en la segunda
fermentacion.
O En una solucion hidroalcohdlica (en vino modelo)
0 Envino
Inconvenientes: al forzar la autdlisis los cambios suceden muy rapido y de forma
exageradamente intensa, de manera que no ha sido posible detectar muchos de esos

cambios en rimas reales.

Aunque el proceso general de autdlisis de la levadura puede ser vélido para la mayoria de los
procesos de autdlisis, la natural es diferente de la inducida. El proceso de autdlisis puede ser muy
rapido, a partir de 48 h a 72 h, dependiendo del inductor. Existen inductores fisicos (aumento de la
temperatura, de congelacidon y descongelacién alternativa, y la presion osmética), inductores
quimicos (pH, detergentes y antibiéticos), o inductores bioldgicos (aireacidn y falta de nutrientes). La

autdlisis natural, sin embargo, transcurre durante mds tiempo, sobre todo en los vinos, en el que las
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condiciones autoliticas (pH de 3 a 4, envejecimiento a temperatura de 15 ° C, y la presencia de etanol
(12% v/v) estan lejos de ser el ideal de 45 °C a pH 5 (Alexander y Guilloux-Bernatier, 2006). Estas
diferencias dan lugar a diferentes autolisados, y han sido el foco de los estudios sobre el proceso

autolitico en vino (Charpentier y Feuillat, 1993; Connew, 1998).

Babayan et al., (1981) proponen cuatro pasos en la autdlisis de la levadura (Alexander y Guilloux-

Bernatier, 2006):

e En primer lugar, se degradan las endoestructuras celulares liberando las proteasas
vacuolares en el citoplasma.

e En segundo lugar, las proteasas liberadas son inhibidas inicialmente
por inhibidores citoplasmaticos especificos, y se activan posteriormente cuando se degradan
estos inhibidores.

e En tercer lugar, los componentes poliméricos intracelulares se hidrolizan, los productos de
esta hidrdlisis se acumulan en el espacio limitado por la pared celular.

e Por ultimo, los productos hidroliticos se liberan cuando sus masas moleculares son lo

suficientemente bajas para cruzar los poros de la pared celular.

Los enzimas hidroliticos juegan el papel mas importante en la autdlisis, siendo las proteasas los mas
estudiados de todos los enzimas implicados. Lurton et al. (1989) utilizaron inhibidores de proteasas
especificas para demostrar que en condiciones acidas, la proteasa A es la principal enzima envuelta
en la protedlisis durante la autdlisis en un sistema de vino modelo, a pesar de haber numerosas
enzimas proteoliticas presentes en la levadura. Se sugirié que la actividad de la proteasa A, puede ser
responsable del 80% del nitrégeno liberado durante la autdlisis en condiciones dptimas. Alexandre et
al. (2001), mediante el uso de un mutante Apep4 con la proteasa A eliminada, demostraron que la
proteasa A era responsable del 60% del nitrégeno liberado durante la autdlisis en el vino. Estos
resultados sugieren que otras proteasas acidas también pueden estar involucrados en el proceso
proteolitico. Coherente con esto, Komano et al. (1999) y Olsen et al. (1999) identificaron otra
proteasa acida (proteasas Yapsin). Un estudio en vino mostré que la actividad proteolitica de la
levadura aumentd seis veces después de agotarse el azlcar y que la actividad de la proteasa
disminuyd cuando la autdlisis de las células ya se habia iniciado (Alexandre et al.,, 2001). Esta
actividad proteolitica también depende de la temperatura y el pH durante el envejecimiento (Sato et
al., 1997). En el vino espumoso, la actividad proteolitica disminuye durante fermentacién activa en

botella y en los meses posteriores, pero durante los nueve meses siguientes a la fermentacion, la
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actividad proteolitica intracelular aumenta considerablemente (Feuillat y Charpentier, 1982). La

actividad proteolitica también puede variar dependiendo de la cepa de levadura (Leroy et al., 1990).

Otros enzimas hidroliticos son las glucanasas. La pared celular de la levadura se degrada durante la
autdlisis, pero pocos estudios han investigado las enzimas implicadas en este proceso durante la
produccién de vinos. En vinos tranquilos envejecidos sobre lias, se ha demostrado que son las
glucanasas los enzimas involucrados en la degradacién de la pared celular de la levadura (Arnold,
1972; Hien y Fleet, 1983). Las B-glucanasas, se clasifican como endo y exoglucanasas, hidrolizan los
enlaces B-O-glucosidico de las cadenas de B-glucanos, lo que conduce a la liberacién de glucosa,
oligosacaridos y manoproteinas atrapadas en la pared celular o covalentemente unidos a 3-(1,6) y B-
(1,3) glucanos (Alexander, 2006). La cinética de la actividaf@ -glucanasa durante la autélisis y los
parametros enoldgicos que afectan a esta actividad son desconocidas en vino espumoso. La accidon
de estas enzimas ha sido deducida a partir de los compuestos liberados. Las paredes celulares de
levadura liberan aminoacidos durante la autdlisis. Esto refleja la actividad proteolitica que puede
estar ocurriendo en la pared celular (Hien y Fleet, 1983). Tedricamente la degradacién de la pared
celular durante la autdlisis permite liberar aminoacidos y macromoléculas. Charpentier y Freyssinet
(1989) y Feuillat et al. (1989) mostraron que la degradacion de la pared celular se podria resumir de

la siguiente manera:

e En primer lugar se hidrolizan glucanos por glucanasas, liberando asi manoproteinas atrapadas o

unidas covalentemente a los glucanos.

¢ En segundo lugar, los glucanos se liberan ya sea debido a las actividades residuales de glucanasas

de la pared celular o glucanasas solubilizadas en el medio.

 Por ultimo, la fraccién de proteina de las manoproteinas es degradada por proteolisis.

Recientemente se informd que afiadiendo una preparacién enzimatica rica en B-glucanasa se
incrementan las caracteristicas del envejecimiento del vino espumoso, y también mejora las

propiedades antioxidantes del vino (Rodriguez-Nogales et al., 2012a, b).

Dada la importancia del fendmeno autolitico en la crianza bioldgica de los vinos espumosos, otros
autores han intentado poner de manifiesto los cambios celulares de las levaduras muertas que
guedan durante largo tiempo en contacto con el vino. Desde el punto de vista morfoldgico existen
estudios previos que han visualizado modificaciones de la ultraestructura celular de las levaduras
durante la crianza bioldgica de los vinos espumosos (Piton et al., 1988). Otros autores han estudiado
el fendmeno autolitico induciendo el proceso de autodegradacion de las células, es decir, acelerando

el proceso en un vino modelo. Sin embargo, las condiciones reales del vino espumoso (estrés sufrido
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por la levadura y el tiempo de envejecimiento) son muy dificiles de reproducir en sistemas modelo
acelerados, y los resultados de autdlisis inducida no siempre son comparables con el
comportamiento de las muestras reales (Martinez Rodriguez et al., 2001). En estos estudios, los
cambios estructurales y ultraestructurales que se produjeron en células de levadura durante la
autdlisis se compararon en un sistema de vino modelo y, en los vinos espumosos. Después de 24 h de
incubacién en un sistema modelo se encontré que las células de levadura habian perdido la mayoria
de su contenido citoplasmatico y tenian una gran vacuola, mientras que las levaduras de crianza de

12 meses todavia tenian la mayor parte de su contenido citoplasmatico y una pequefia vacuola.

La autdlisis de la levadura durante el envejecimiento en cava libera diferentes compuestos en el

medio, lo cual modifica las propiedades fisicas y organolépticas del vino espumoso.

Compuestos nitrogenados: Se piensa que la liberacidn de nitrogeno refleja la actividad autolitica de

levadura, en particular la actividad proteolitica. Los péptidos son liberados al medio y luego se
descomponen en aminodcidos. El cambio en las diversas fracciones de nitrdgeno durante la
fermentacién y el envejecimiento del vino espumoso en botella ha sido estudiado por Moreno-
Arribas et al. (1996). Entre los 3 y 9 meses después de la adicion del tiraje, no se habia observado
ningln cambio en la concentracion de aminodacidos libres, independientemente de la variedad de uva
utilizada. La concentracién de aminoacidos libres se incrementé después de 9 meses, y estos
resultados han sido posteriormente confirmados (Nunez et al.,, 2005). El contenido de péptidos
fluctua, alcanzando un maximo después de 12-15 meses de crianza sobre lias y disminuyendo a partir
de entonces. Este comportamiento puede reflejar una liberacion inicial de péptidos que

posteriormente se descomponen.

La cantidad de péptidos liberados por autdlisis de la levadura durante el envejecimiento del vino
espumoso es variable y depende de la variedad de uva y del tiempo de envejecimiento (Moreno-
Arribas et al., 1998a). La naturaleza de los péptidos liberados también cambia con el envejecimiento,
su longitud disminuyd con el aumento del tiempo de crianza (Martinez-Rodriguez y Polo, 2000;
Moreno-Arribas et al., 1998b). La composicidn de aminoacidos de los péptidos presentes en los vinos
espumosos ha sido investigada por varios autores (Moreno-Arribas et al., 1996; Moreno-Arribas et
al.,, 1998a, b; Martinez-Rodriguez y Polo, 2000; Martinez-Lapuente et al., 2015). Los péptidos se
originan principalmente de la descomposicién de las proteinas de las levaduras en lugar de las
proteinas del mosto. Martinez-Rodriguez y Polo (2000) observaron un aumento en los niveles de
proteinas y de polipéptidos durante los primeros 3 meses, seguido por una disminucidon atribuida a la
actividad de proteasa. Los contenidos en proteinas y péptidos aumentaron de nuevo después de 6

meses. El enriquecimiento de aminoacidos del medio puede mejorar el potencial aromatico del vino
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espumoso, ya que los aminoacidos son precursores de compuestos aromaticos, los cuales pueden

generarse por la desaminacion o descarboxilacion de aminoacidos (Charpentier y Feuillat, 1993).

Las caracteristicas de la espuma son una propiedad extremadamente importante del vino espumoso.
Moreno-Arribas et al. (2000) sugirieron que la hidrofobicidad de los péptidos podria explicar las
propiedades espumantes del vino espumoso. Unos afios mas tarde se descubrid que las
caracteristicas de la espuma se correlacionan positivamente con las concentraciones de la mayoria
de los aminodcidos libres y proteinas, lo que confirma los resultados de Malvy et al. (1994) (Moreno-
Arribas et al., 1998; Martinez-Lapuente et al., 2015; Pham et al., 1995; Francioli et al., 2003; Moreno-
Arribas et al., 2000). Sin embargo, no se encontrd relacién entre las caracteristicas de la espumay la

concentraciéon de péptidos del vino.

Las glucanasas y proteasas liberan polisacaridos de la pared celular de la levadura durante la autdlisis
en los vinos espumosos. Estas macromoléculas contienen principalmente glucosa (74%) y manosa
(26%). Las concentraciones de polisacaridos en vinos son variables. En un estudio realizado por
Charpentier (2000) se observé un aumento en el contenido de polisacaridos, de 366 mg/L en el vino
base hasta 602 mg/L después de 9 meses de crianza. Su influencia en la calidad de la espuma
también ha sido investigada (Brissonnet y Maujean, 1991). Los polisacaridos neutros son importantes
por su efecto altamente positivo en la estabilidad de ésta (Moreno-Arribas et al., 2000). Un reciente
estudio (Martinez-Lapuente et al., 2015) investigd el impacto de los polisacaridos en las propiedades
espumantes a partir de variedades espafiolas (Verdejo, Macabeo/Viura, Malvasia, Albarifio, Godello,
Prieto Picudo, Tempranillo y Garnacha). Los polisacaridos (manoproteinas, polisacaridos ricos en
arabinosa y galactosa, homogalacturonanos, glucanos y ramnogalacturonanos tipo IlI) no se
correlacionaron con la espumabilidad. Sin embargo, hubo correlaciones positivas entre todos los
polisacaridos del vino y el tiempo de estabilidad de la espuma, a excepcién de los

ramnogalacturonanos tipo Il.

Los lipidos son componentes importantes de los vinos espumosos, ya que son una fuente importante
de compuestos del flavor y afectan a la estabilidad de la espuma (Forss, 1969). Los cambios en el
contenido de lipidos del vino espumoso han sido el foco de varios estudios. El contenido de lipidos
aumenta durante la segunda fermentacién, y los cambios cualitativos se producen durante el
envejecimiento en botella en contacto con las lias (Troton et al., 1989; Piton et al., 1988). La
concentracion de lipidos polares disminuye, mientras que la concentracion de lipidos neutros

aumenta (monoglicéridos, diglicéridos, triglicéridos) (Kemp et al., 2015).

Acidos nucleicos. Los acidos nucleicos representan mas del 10 % del peso seco de la levadura. ARN y

ADN constituyen del 5 al 15% y del 0.1 al 1.5% del peso seco celular, respectivamente. Los estudios
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sobre la degradacién del acido nucleico se han realizado en medio de cultivo (Zhao y Fleet, 2003,
2005). Zhao y Fleet (2003) informaron de que se degradd hasta 55% del ADN total durante la
autdlisis, y se liberaron 3'-5 ' desoxirribonucledtidos. Incluso en condiciones autoliticas dptimas,
algunas partes del ADN son resistentes a la degradacion. Sin embargo, aln se necesitan estudios de
degradacion del ADN en condiciones enoldgicas. Es de esperar que la presencia de etanol, el pH y la
temperatura mas baja den lugar a una degradacion de ADN mucho menor (Alexander et al., 2006).
Mas de 95% del contenido total de acido nucleico dentro de las células de levadura es ADN. Zhao y
Fleet (2005) sugirieron que su degradacion es una reaccidn clave de la autdlisis de la levadura. Ellos
determinaron varias condiciones autoliticas y demostraron que hasta 95% de ADN celular se
degrada, liberando principalmente, 3'- 5 'y 2' ribonucledtidos. Las condiciones para la formacién de
los dos nucledtidos potenciadores del sabor, 5'-AMP y 5'-GMP, son 50 °Ca pH 7.0 y 40 °C a pH 4.0
respectivamente. Aunque estas condiciones dptimas estdn lejos de las de crianza de los vinos
espumosos, puede existir degradacion de acidos nucleicos y liberacion de nucleétidos al vino durante
la autdlisis, lo cual puede afectar a las propiedades organolépticas del vino (Courtis et al.,, 1998). El
enzima RNasa estd activo durante la autélisis en espumosos de Champagne, pero los datos sobre el
alcance de la degradacidn de acidos nucleicos debe interpretarse con cautela, debido a que los
acidos organicos, compuestos fendlicos, péptidos y otros compuestos en el vino pueden interferir
con la medicién de los nucledtidos (Leroy et al., 1990; Kemp et al., 2015). Se han identificado de
manera inequivoca en el vino de Champagne envejecido sobre lias nucleétidos monofosfato (5'-UMP,
5'-GMP, y 5'-IMP) (Aussenac et al., 2001; Charpentier et al., 2005) donde la concentracidon de
nucledtidos monofosfato oscilé entre 50 y 500 g/L. Estos tienen un reconocido efecto organoléptico
en los alimentos. Se puede esperar que su degradacion tenga un papel relevante en el
envejecimiento de los vinos, pero se necesitan mas estudios para evaluar su impacto sobre el flavor

(Abbas, 2006).

Compuestos voldtiles. Se han identificado cadenas pesadas de acil-ésteres en vino espumoso y

modelo (Molnar et al., 1981). También se liberan durante la autélisis alcoholes terpénicos y alcoholes
superiores como el genariol y a-terpineol, citronelol y farnesol. Estos compuestos son percibidos por
los catadores en concentraciones bajas, de 100 a 300 pg/L. Molnar et al. (1981) ha sugerido que el
farnesol puede contribuir enormemente a la calidad aromatica del vino espumoso, y Loyaux et al.
(1981) sugiere que el nerolidol hace wuna contribucion similar en los vinos de
Champagne. Aproximadamente 10 aldehidos han sido identificados en vinos espumosos (Alexandre y
Guilloux-Benatier, 2006). El 3-metil-butanal es el mas abundante, representa el 40% de todos
los aldehidos presentes, y pueden formarse a través de un mecanismo que implica la oxidacién del

alcohol isoamilico. La mayoria de los aldehidos estan presentes a niveles cercanos o superiores al
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umbral de deteccion de la nariz humana en soluciones acuosas, pero en solucién etandlica y con

CO, (vino espumoso) el umbral es desconocido.

En un estudio de Francioli et al. (2003) se caracterizaron los compuestos aromaticos volatiles
liberados durante la autdlisis en 221 cavas (clasificados en 4 grupos de acuerdo con el tiempo de
envejecimiento), y el dietil succinato, fue identificado como marcador durante todo el
envejecimiento. Los acetatos parece que decrecen durante el envejecimiento mientras que diacetil
succinato, vitispirano y el 1,2-dimetil-1,1,6-trimetilnaftaleno (TDN) aumentan sus niveles con el
tiempo. El hexanol y el 2-feniletanol fueron también liberados durante la autdlisis. Compuestos como
el vitispirano, el TDN y el dietil succinato pueden ser buenos marcadores y pueden discriminar entre
espumosos jévenes y espumosos envejecidos. También se ha informado de que algunos acetatos de
alto peso molecular y sus ésteres etilico e isoamilo son compuestos aromaticos tipicos de cavas
jovenes mientras que, vitispirano, dietil succinato, TDN, hexenol y acetato de etilo son compuestos

tipicos de cavas envejecidos durante un periodo prolongado (Riu-Aumatell et al., 2006).

También se ha encontrado que la concentracién de algunos compuestos aumenta con el
envejecimiento en presencia de lias, especialmente el 5-hidroximetil-2-furfural (5-HMF), sintetizado a
partir de la deshidratacion de azucar (principalmente fructosa) y formado a partir de etapas
intermedias de las reacciones de Maillard (Bautista et al., 2007; Serra-Cayuela et al.,, 2013, Van
Boekel et al, 2006). EI 5-HMF ha-sido descrito por contribuir con aromas de
caramelo, mantequilla, mohosos, picante, animal, y aromas de jabdn en vinos (Serra-Cayuela et al.,
2013; Mendes et al., 2012; Paravisini et al., 2012). Sin embargo, el umbral de deteccién en los vinos
espumosos y su aporte a la calidad permanece todavia por determinar. Recientemente
se ha propuesto el 5-HMF como marcador de calidad relacionado con el
pardeamiento mas adecuado que el clasico A420, ya que es un compuesto que aumenta en todos
los intervalos de temperaturas habituales, a diferencia del pardmetro A420 que no seria util a
bajas temperaturas. Ademads, la medida de este compuesto es mas sensible, precisa y no se
ve afectado por la adicion de sulfitos cuando éste es afiadido con el licor de
expedicién. Por otra parte, en el periodo de rima el 5-HMF es capaz de separar con mayor

eficiencia entre categorias de Cava (Serra-Cayuela et al., 2014)

Benzenedimethanetiol, 2-furano metanetiol, y etil 3-mercaptopropionato se encontraron
en concentraciones superiores a los umbrales de percepcién en vinos con crianza, lo que sugiere un
papel importante en el aroma de vinos de Champagne envejecidos (Tominaga et al., 2006). Se vieron
diferencias en la concentracién fendlica de varias variedades de uva para vino espumoso. Sin

embargo, la crianza con lias no afecta significativamente la composicion fendlica, mas bien, los
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efectos de la viticultura, el afio de vendimia, y la variedad de uva son mayoritariamente los

responsables de las diferencias fendlicas en los vinos.

En conclusién, la autdlisis de las levaduras se caracteriza por la degradacién de macromoléculas
celulares y la liberacion al medio exterior de los metabolitos de degradacién asi como otros
constituyentes celulares. Este procesos se correlaciona con un gradual incremento en la
concentraciones de proteinas, aminoacidos, acidos nucleicos, lipidos, acidos grasos libres vy
manoproteinas (cuyo origen es la pared celular) en el vino, como cambios en la concentracién de
varios ésteres, alcoholes superiores, compuestos de carbonilo, terpenos y lactonas. Estos cambios

influyen en el aroma del vino espumoso y en las propiedades espumantes (Parish y Fleet, 2013).
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3. Metodologia y plan de trabajo

En funcién de los objetivos y del tipo de muestra utilizado, lias o vino, la parte experimental de este
trabajo comprende dos partes: la primera (primer objetivo) es la correspondiente al analisis de las
lias de la segunda fermentacién con el tiempo; y la segunda parte (segundo objetivo) corresponde al
estudio en los vinos de posibles indicadores quimicos de la crianza bioldgica. Por esta razon se han
utilizado dos tipos de muestras. Para describir la ultraestructura y las propiedades superficiales de las
células muertas, se han separado las lias de tres series de cavas a lo largo de su crianza. Mientras que
para el analisis de posibles indicadores quimicos del grado autolitico de las lias, se han utilizados los
mismos cavas anteriores después de separarlos de las células muertas; o bien vinos de diferentes

cavas en rima o comerciales con periodos de crianza conocidos.

Asi pues, el estudio de los cambios ultraestructurales y morfoldgicos de las levaduras de segunda
fermentacién a lo largo de la rima se ha subdividido en dos apartados que responden a dos tipos de

metodologias:

1. Descripcion detallada de la ultraestructura de las lias mediante la técnica de microscopia
electrdnica de transmisién (TEM).
2. Descripcidon y analisis de las propiedades superficiales (topografia y elasticidad) de las lias a lo

largo de su envejecimiento mediante microscopia de fuerza atémica (AFM).

Asimismo, para el estudio de posibles indicadores quimicos en el vino sobre el estado autolitico de
las levaduras, se han seleccionado dos posibles indicadores del tiempo de crianza o del estado
autolitico de las lias. El primero son los catabolitos derivados de la degradacion del ARN, puesto que
algunos autores afirman que el ARN sufre hidrélisis enzimatica durante la autdlisis. El segundo grupo
de indicadores son de naturaleza indol, como la melatonina e isémeros y otros indoles relacionados
con su metabolismo. Segun algunos autores, este tipo de moléculas y en particular la melatonina y
sus isdmeros, proceden especialmente de la fermentacidn alcohdlica. Asi pues, teniendo en cuenta
que el cava es un vino sometido a dos procesos fermentativos, probablemente tendra mayor
contenido de estos compuestos que otros vinos. Esta parte se ha dividido en dos apartados: uno
correspondiente a la determinacidn de los nucledsidos y otro, para el analisis de los indoles tipo
melatonina. En ambos casos se ha utilizado la misma técnica instrumental para la identificacion y
cuantificacidn de los compuestos a estudiar: cromatografia liquida de muy alta resolucién asociada a

espectrometria de masas (UHPLC-MS-MS):
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1. Analisis del contenido y evolucién de 7 catabolitos de los cavas, provenientes del ARN de las
levaduras, durante la crianza bioldgica.

2. Andlisis del contenido y evolucién de 9 indoles en cavas en funcién del periodo de crianza. En
este caso, ademas, se ha puesto a punto y validado un método analitico utilizando el UHPLC-

MS-MS.

3.1 Plan de Trabajo: cambios estructurales, morfoldgicos y de las propiedades superficiales

de las lias

El estudio de los cambios estructurales, morfoldgicos y de las propiedades superficiales de las lias a lo
largo de la crianza del cava, ha supuesto la recogida de las lias o sedimento de la segunda
fermentacién que se deposita en las botellas durante la fase de rima. El estado de las lias a diferentes
tiempos de rima se ha comparado con la estructura de las células vivas de la misma cepa de levadura

utilizada en la segunda fermentacion.
3.1.1 Muestreo

Se han utilizado las lias de tres series de cavas elaborados a escala industrial (A, B y C) en las Bodegas
Freixenet S.A. Estos cavas se diferencian en el tipo de vino base y cupage, pero en la segunda
fermentacidn se ha afiadido siempre la misma cepa de levadura (Figura 3.1). A fin de tener en cuenta
la evolucién de las células muertas con el tiempo y constatar los cambios ultraestructurales, las lias
se han separado del vino transcurrido 1 mes desde el tiraje, cuando se supone que ha finalizado la
segunda fermentacion, a los 3 meses, cuando las células se comprobd que ya no eran viables, a los 6
y 9 meses, cuando se supone que pueden encontrarse los primeros indicios del proceso autolitico, y
a lo largo de una prolongada crianza (13, 17, 21, 30, 39 y 48) (Figura 3.1). Las lias se recogen en cada
punto de muestreo por triplicado puesto que corresponden a las tres series de cavas: A, By C. De
esta forma, los cambios que se observen deben ocurrir en las tres series de cavas puesto que la cepa
de levadura es la misma. Ademas, en cada punto de muestreo y para cada serie se analizaron 3
botellas ya que siempre puede haber una variabilidad debida al proceso fermentativo. En total se
recogen 10 tipos de lias en funcién del tiempo (1, 3, 6, 9, 13, 17, 21, 30, 39, y 48 meses de crianza)
por tres series de cavas, mas una del pie de cuba, 30 muestras en total porque del cava C no se

recogié la muestra de 48 meses.
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Sin embargo no todos los analisis se aplicaron a los 10 tipos de muestras. Las lias de los primeros
meses de la crianza bioldgica (1, 3, 6 y 9 meses) se utilizaron para comprobar la conclusién de la
segunda fermentacion y de la fase estacionaria, la muerte celular y la ausencia de viabilidad como
requisitos previos a la autdlisis. De esta forma se obtuvieron unas ciertas garantias de que a los 9
meses pudieran detectarse por observacion al microscopio electrénico, indicios de plasmdlisis y

alteraciones de la pared y de la membrana celular.
3.1.2 Procedimientos analiticos

Para monitorizar y profundizar en el conocimiento de las variaciones morfoldgicas sufridas por la
levadura durante el proceso de autdlisis, se ha utilizado como método descriptivo la microscopia
electrénica de transmisiéon (TEM), y como método cuantitativo la microscopia de fuerza atémica

(AFM).
3.1.2.1 Obtencion del pelet de las lias

Para cada punto de muestreo y para cada uno de los tipos de cava (A, By C), se aislaron las lias de
tres botellas (750 ml /botella) por centrifugacién a 8350 x g durante 15 min a 4 °C usando una
centrifuga Centrikon T-124 (Kontron Instruments, Cumbernauld, UK); los pelets se lavaron tres veces
con 30 mL de NaCl 0.9% (Panreac, Barcelona, Spain) siguiendo las indicaciones de Leroy et al. (1990).

Finalmente, las lias se conservaron en frio hasta su procesamiento (menos de 24 horas).
3.1.2.2 Operaciones preparatorias y observacion con TEM

En este estudio se ha utilizado la técnica del corte fino para la preparacién de las muestras y su
posterior observacion al Microscopio Electrénico de Transmisidon (TEM). Este proceso se inicia con la
muestra hidratada y finaliza cuando la misma, libre de agua y preservada, es inmersa en una matriz
de resina plastica. Esta penetra en el interior de la célula sustituyendo al agua y le confiere suficiente
firmeza para hacer posible la obtencién de secciones (cortes) finas (50-120 nm). Los cortes obtenidos
seran posteriormente contrastados y observados al TEM. El procedimiento completo comprende: la
preparacion de las muestras (fijacidn, deshidratacidn, infiltracion e inclusién), obtencién de los cortes
ultrafinos (Ultramicrotomia), conseguir contraste para los cortes ultrafinos y, por ultimo, la

visualizacidn por microscopia electrénica de transmisién (TEM).

Preparacion de las muestras

Mas en detalle este proceso comprende los siguientes tratamientos principales: Fijacidn,

Deshidratacion, Infiltracion e Inclusion.
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i. Fijacion

La finalidad del proceso de fijacidon es la de preservar la ultraestructura bioldgica. El fijador debe ser
capaz de detener el proceso de degradacidon autolitico durante el tiempo de la fijacién. Ademas debe
proteger a la muestra de posibles alteraciones durante los procesos de inclusion, corte y observacion
al microscopio electrénico. Pero por otro lado los fijadores, sobre todo los fijadores quimicos,
introducen artefactos durante el proceso de preparacion de la muestra. En nuestro caso se ha
utilizado un tipo de fijacion fisica y no quimica: High Pressure Freezing (HPF) con crioinmovilizacidn
(Moor, 1987). La ventaja de este método es que la formacién cristalina del hielo es inhibida por altas
presiones. HPF es el Ginico método que permite la vitrificacién de muestras hasta Imm®. A 2100 bar,
el agua es 1500 veces mas viscosa que a presidn atmosférica, lo que reduce drasticamente el

crecimiento de cristales. No hace falta crioprotectores que también pueden introducir artefactos.

Para la preparacion de la muestra los pellets de levadura fueron seleccionados bajo un

estereomicroscopio y transferidos a unos pocillos o planchettes de 1.5 mm didmetro y 200 um de
profundidad e inmediatamente crioinmovilizados usando el equipo Leica EMPact HPF (Leica, Vienna,

Austria). Posteriormente se almacenaron en nitrégeno liquido hasta su uso.

ii. Deshidratacion

La deshidratacion es el proceso de sustitucidon del agua de la célula por un liquido que actia como
solvente entre el medio celular acuoso y la resina de inclusidon (hidrofdbica). Los agentes de

deshidratacién mas usados son el etanol y la acetona.

Para la preparacién de la muestra se realizd la criosustitucion durante 3 dias a -90°C en acetona

anhidra que contenia 2% de tetradxido de osmio y 0.1% de acetato de uranilo a =90 °C durante 72
horas. Posteriormente fue calentada a una velocidad de 5°C por hora hasta llegar a temperatura

ambiente utilizando un equipo EM AFS (Leica, Vienna, Austria).

El tetréxido de osmio reacciona inicialmente con moléculas lipidicas. Probablemente las
insaturaciones de los acidos grasos son oxidados por el tetradxido de osmio, el cual, a su vez, es
reducido a osmio metalico formando un precipitado opaco que afiade densidad y contraste al tejido

a observar (Bozzola y Russell, 1999).

iii. Infiltracion

Generalmente se hace necesario el reemplazo del agente deshidratante por un compuesto
intermediario miscible con la resina que se utilizard para la inclusién. La infiltraciéon de la resina al

interior de la muestra se realiza aumentando gradualmente su concentracién. Las resinas epdxicas
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poseen, como ventaja principal, una alta estabilidad a la irradiacion de electrones y, en general,
estan formadas por los mismos componentes: una mezcla de resina (mondémero), endurecedor

(mezcla de anhidridos acidos) y acelerador (poli-amina).

Después de enjuagar varias veces la acetona, las muestras fueron infiltradas con resina Epon durante

2 dias.

iv. Inclusion

Es la sustitucidn de la mezcla resina/compuesto intermediario, por resina pura que polimerizara bajo
ciertas condiciones, proporcionando a la muestra el soporte fisico necesario para la obtencién de

cortes finos (60-90 nm). En este caso la polimerizacidn se realizé a 602C durante 48h.

Ultramicrotomia

Es el procedimiento de obtencién de secciones ultrafinas a partir de una muestra previamente
incluida en resina con el fin de observarlas al TEM. Para obtener los cortes finos se han efectuado las

siguientes operaciones usando el ultramicrétomo:

i. - Recortar (trimming) el bloque en forma de pirdmide truncada.

ii. — Obtener cortes gruesos (0,1-0,5 um aprox.) para confirmar la calidad de la inclusién y seleccionar

la regidn donde se obtendran los cortes finos.

iii. - Obtener los cortes finos.

iv. - Recoger los cortes en rejillas preparadas con membrana de soporte.

Los cortes ultrafinos de 50-60 nm se obtuvieron utilizando un ultramicrétomo Leica Ultracut UCT y se

montaron sobre rejillas de cobre Formvar-coated.

Contraste de los cortes.

La fase previa a la observacion de las secciones al TEM, consiste en conferir contraste a los cortes
obtenidos. Para esto se utilizan soluciones de sales de metales pesados las cuales contienen iones de
alto numero atédmico, es decir con un importante nimero de electrones y protones capaces de
desviar el haz de electrones incidente sobre la muestra y con cierta afinidad por componentes

especificos de la misma.
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Los cortes fueron teifiidos con acetato de uranilo al 2% en agua, y citrato de plomo. Estos dos
compuestos son llamados tefidores generales o no especificos debido a su capacidad de reaccionar

con diferentes componentes celulares.

El modo de accion de estos contrastantes no se conoce con exactitud, se cree que los iones uranilo
reaccionan fuertemente con los grupos amino y fosfato contenidos en los acidos nucleicos y en
proteinas, las cuales se tifien de modo intenso. Asimismo, los iones de plomo se enlazan a
componentes cargados negativamente tales como los grupos hidroxilo y a las areas donde
previamente se enlazd el osmio. Los grupos fosfato pueden estar igualmente implicados en este

fendmeno (Bozzola y Russell, 1992).

Visualizacién

Los cortes ultrafinos se observaron mediante el microscopio electrénico de transmisién Tecnai Spirit
electron microscope (FEI Co, Hillsboro, OR) con un voltaje de aceleracidon de 120 kV en los Serveis

Cientificotécnics de la Universitat de Barcelona.

3.1.2.3 Observacion y cuantificacion de los cambios morfolégicos mediante AFM

La Microscopia de Fuerza Atdmica (AFM) es una herramienta eficaz para obtener imdagenes de
cambios en la topografia de la superficie con resolucién nanométrica (Dufréne, 2003) debidos a la
autdlisis de las células de levadura. EI AFM también puede proporcionar informacidn cuantitativa de
las propiedades nanomecdnicas locales de la muestra como la elasticidad (Gaboriaud y Dufréne,

2007) que complementan la informacion cualitativa obtenida por TEM.

Una de las principales ventajas respecto a otras técnicas de caracterizacion superficial a nivel micro y
nanométrico (p.ej. microscopia electrénica de barrido y microscopia electréonica de transmision) es
que el AFM es una técnica no destructiva que puede operar en practicamente cualquier ambiente
incluyendo aire, liquido y vacio. Otra gran ventaja es que en la mayoria de los casos las muestras no
precisan ser tratadas previamente, el Unico requerimiento es la inmovilizacidn sobre una superficie

nanométricamente plana.

El AFM muestrea la superficie de una muestra mediante una punta adherida a una barra (cantilever)
gue se dobla cuando la punta hace contacto con la muestra. La flexidon del cantiléver se mide a través
de un detector al mismo tiempo que se efectla un barrido sobre la superficie de la muestra (Figura
3.2). Dado que todo esto ocurre dentro de unas dimensiones muy pequefias el barrido ocurre a gran

velocidad. El movimiento de barrido lo realiza un escaner piezo-eléctrico, y la interaccion
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punta/muestra se monitoriza reflejando un laser en la parte trasera de la palanca, que se recoge en

un detector fotodiodo (Figura 3.2).

Fotodetector
Laser

Cantilever

Puntg ——»

Piezoscaner

Figura 3.2: Esquema de un microscopio de fuerza atdmica (AFM).

El AFM es capaz de proporcionar imagenes topograficas en 3 dimensiones de la superficie de

moléculas y células pudiendo llegar a una resolucién en z de 1 A.

En este trabajo se han obtenidos los primeros resultados de los cambios topograficos, y de

elasticidad de las levaduras a lo largo de la rima mediante microscopia de fuerza atémica (AFM).

Preparacion de la muestra

El pelet de levadura se diluyé en un tampdn (150mM NaCl, pH ajustado a 7.4 con HEPES) hasta que la
disolucién se volvid practicamente transparente. Se agitd y sonicd durante 30 segundos. 50 pl de la
suspension de las lias se depositaron sobre una superficie de grafito (HOPG) recién cortado y se
dejaron reposar durante 10 minutos. Después las muestras se secaron con una corriente de

nitrégeno y se pegaron en un disco metalico que se montd en el soporte de AFM.

Durante el estudio de muestras bioldgicas, es importante que la muestra se encuentre adherida al
sustrato y que esta adhesion sea suficientemente fuerte como para evitar el desprendimiento de la
muestra por el barrido de la punta, y simultdneamente que esta fijacién no le cause alteraciones
significativas. Por esta razén, primero se ensayd si era mejor la realizacién de medidas en aire con
punta VistaProbes (constante de muelle nominal 40nN/nm) o en medio acuoso (solucién salina) con

punta SNL-10 (Bruker) (constante de muelle nominal 0.35nN/nm) trabajando el AFM en modo

tapping.
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Visualizacién y cuantificacidon

Posteriormente todas las mediciones se realizaron en aire con Peak Force QNM (Bruker) como modo
de trabajo del AFM Multimodo 8 unido a un Nanoscope V electronics (Bruker). Este modo se ha
usado tanto para la formacion de imagenes topograficas como para la realizacion de medidas
nanomecanicas de las levaduras. Peak Force QNM minimiza las interacciones sonda-muestra
mientras se forman las imdgenes, hecho que permite una deformacidn inferior de la muestra y una
sefial topografica mas fiable. Ademas, permite un control preciso de la fuerza vertical ejercida sobre
la muestra durante la realizacidn de los experimentos nanomecanicos (curvas de fuerza), que se
traduce en resultados cuantitativos en el régimen de deformacidn elastica. Otra ventaja de este
modo en comparacién con los de imagen clasicos, especialmente del modo de contacto, es que no
hay fuerzas de friccién que provoquen un efecto de arrastre, que es el responsable del movimiento

de la levadura durante el barrido.

Para la utilizacion del modo Peak Force QNM la sonda de AFM se puso en contacto con la superficie
de la muestra hasta ejercer una cierta fuerza vertical, que fue controlada por el usuario o
automaticamente por el software. Después de esto, la muestra volvié a la posicidn inicial. Este
proceso, se realizé a una frecuencia de 2 kHz. La punta escaned la superficie de la muestra y mantuvo
constante la fuerza vertical ejercida sobre la muestra. Todos los resultados nanomecdnicos
presentados en este estudio se realizaron a una fuerza vertical maxima de 5nN, que resultd ser la
adecuada con el fin de probar la deformacién eldstica de las células de levadura. Ademas de la
obtencidn de la sefal topografica, este modo también permitié extraer el médulo de Young-s de la
muestra y obtener un mapa en tiempo real para este valor. El médulo de Young, también llamado
modulo de elasticidad, es un parametro caracteristico de cada material que caracteriza su
comportamiento segln la direccidon en la que se aplica una fuerza. A fin de obtener resultados
cuantitativos, la sonda de AFM se calibré individualmente (sensibilidad, la constante de muelle y el
radio del apice). La constante del resorte de los cantilevers se calibré mediante el método de thermal
noise incorporado en el software. Se utilizdé una punta SNL-10 (Bruker), constante nominal
0.35nN/nm). El punto de contacto para obtener el valor del médulo de Young-s fue determinado a

partir de la aplicacidon del modelo de Derjaguin Muller Toporov (DMT).

3.2 Plan de trabajo: indicadores quimicos del estado autolitico de las levaduras

En la segunda parte de este estudio se ha aplicado la metodologia de cromatografia liquida de muy

alta eficacia acoplada a la espectrometria de masas-masas (UHPLC-MS-MS). Se ha escogido esta
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técnica porque ademads de facilitar la separacion de los analitos es muy eficaz en la identificacidon y

cuantificacion.

3.2.1 Muestreo

Los cavas utilizados para determinar la evolucion de los nucledsidos a lo largo de la rima coinciden
con las botellas separadas para el estudio de las lias (Figura 3.1). Por lo tanto, en cada punto de
muestreo durante la crianza del cava (1, 3, 6, 9,13, 17, 21, 30, 39 y 48 meses), después de aislar las
lias por centrifugacién, el vino sobrenadante se ha utilizado para la determinacidn de las purinas y
nucledsidos (Figura 3.3). No obstante, para garantizar que el contacto del vino con las lias es el Unico
responsable de los cambios que puedan acontecer en el contenido de los nucledsidos, en el mes 9 de

rima, se degliellan una parte de las muestras y aparecen unas nuevas series de cavas que se

almacenan paralelamente a las series en rima, pero que ya no contienen lias (Figura 3.3). Asi pues, a
partir del mes 9 de rima, en cada punto de muestreo, y para los cavas (A y B), tenemos la misma
muestra que ha estado todo el tiempo en contacto con las lias y la muestra sin lias. Estas ultimas
pueden considerarse como muestras comerciales de cava. La muestra de 13 meses de crianza
bioldgica coincide en tiempo con la muestra comercial de 4 meses de almacenamiento después de
los 9 meses de crianza bioldgica (9+4), la de 17 meses de crianza con la de 8 meses de
almacenamiento (9+8), la de 21 meses con cava comercial de 12 meses (9+12), la de 30 meses de
crianza con la de 21 meses de almacenamiento (9+21) y la de 48 meses de rima con la de 39 meses
de vida comercial (9+39) (Figura 3.3).

Para la determinacidon de los indoles se ha utilizado otro muestreo puesto que las muestras
anteriores no se resguardaron de la accidon de la luz. En este caso se ha utilizado un amplio muestreo
de cavas con diversos origenes. La estrategia ha sido contraria a la anterior, es decir, si la autdlisis
provoca cambios en el contenido de los indoles, probablemente estos cambios se deben sélo al

tiempo de autdlisis, pero seran independientes de la cepa de levadura y del tipo de vino (Figura 3.4).

Por esta razdén se han recogido cavas de tres bodegas diferentes:

Freixenet, Segura Viudas y Castellblanch. Cada bodega ha proporcionado muestras de dos calidades
diferentes y tiempos de crianza distintos (Figura 3.4). Estos cavas se diferencian en el tipo de vino
base y en la cepa de levadura. En total 24 muestras de cava con tiempo de crianza perfectamente
conocido. Por otra parte se han comprado 63 cavas comerciales, de los cuales se conoce
aproximadamente la crianza a la que se han sometido por su calidad (cava joven, entre 9 y 14 meses,
cava reserva entre 15 y 29 meses y cava gran reserva, mas de 30 meses). Sin embargo, dada la falta
de datos fiables del contenido de los indoles en vinos segun la bibliografia consultada, también se ha

incluido el andlisis de 5 vinos base.
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Metodologia y plan de trabajo

3.2.2 UPLC MS/MS

La técnica UHPLC ha permitido, desde que surgieron los primeros equipos comerciales, un
andlisis mas rdpido y con mayor resolucién que con las columnas convencionales. Permite
aplicar una presioén superior a los 500 bar, y el uso de columnas con una medida de particula

inferior a los 2 um.

Para nuestro estudio se ha utilizado un equipo Acquity Ultra-Performance™ liquid
chromatography system (UHPLC) equipado con un sistema de bomba binaria (Waters, Milford,

MA).

Bomba y fase movil: Se ha utilizado un sistema de bomba binario. Las fases mdviles se
prepararon diariamente. Para el andlisis de los catabolitos se llevd a cabo una eluciéon
isocratica (fase movil constante) con acetonitrilo (ACN)/agua/acido férmico (5:94.9:0.1, v/v/v)
con un caudal de 0.140 mL/min. Para el andlisis de los indoles se llevd a cabo una elucién en
gradiente (cambia la composicion de la fase movil a lo largo del tiempo del analisis). El
gradiente se llevd a cabo a partir de 95% de la fase movil A (5: 94.9: 0.1 v/v/v acetonitrilo:
agua: acido formico) y un 5% de la fase movil B (95: 4.9: 0.1 v/v/v acetonitrilo: agua: acido

férmico) hasta llegar a un 25% de A en 8 minutos, con una velocidad de flujo de 0.125 mL/min.

Inyeccion de la muestra El volumen inyectado fue de 2 plL y el inyector y los viales de la
muestra se mantuvieron a 4 °C para el estudio de los catabolitos, mientras que para los indoles

se inyectd un volumen de 8L y las muestras se mantuvieron a 10 °C.

Columna: Se ha utilizado la columna cromatografica BEH C18 Shield column (150 mm x1.0 mm
id) con un tamafio de particula de 1.7 um (Waters, Milford, MA), a 40°C en el caso de los

catabolitos de ARN y a 30°C en el caso de los indoles.
3.2.2.1 Espectrometria de masas

La espectrometria de masas utiliza el movimiento de iones en campos eléctricos y magnéticos
para clasificarlos de acuerdo a su relacién masa/carga (m/z). Estos equipos pueden ser
utilizados tanto para andlisis cualitativos como cuantitativos de diversas sustancias. La
informacién estructural que ofrecen, junto con el tiempo de retencidén, permiten la
identificacion y la cuantificacién de los compuestos comparando la informacién obtenida con

patrones.

El acoplamiento de una columna cromatografica a un espectrdmetro de masas ha tenido que

resolver varios problemas de compatibilidad mediante interfases como es el enorme contraste

69



Metodologia y plan de trabajo

que existe entre los volumenes relativamente grandes de disolvente de la primera y los
requerimientos de vacio de la ultima. Uno de los intefases que ha logrado un mayor éxito
analitico es el interfaz API (Atmospheric Pressure lonization) que engloba a todas las técnicas
en la que los iones se forman a presion atmosférica. La APl es una técnica de ionizacién blanda
(producen relativamente poca excitaciéon de los iones, de modo que, tiene lugar poca
fragmentacion, y los espectros son sencillos) que, al actuar a presién atmosférica, y no en alto
vacio como es lo habitual en otras técnicas, consigue un altisimo rendimiento. Como interfase
para HPLC, acepta todo el flujo procedente de un cromatégrafo liquido de alta presion
convencional, de 1 a 4 mL/min, lo que incide favorablemente sobre la sensibilidad del proceso
LC-MS. Dentro de las mas recientes técnicas de APl una de las modalidades basicas de

interfase es la interfase de electroespray ESI que ha sido la utilizada en nuestro trabajo.

En la ionizacion ESI la muestra en solucién se hace pasar por un capilar (electrodo) que estd
sometido a una diferencia de potencial de 1 a 5kV respecto al segundo capilar (electrodo
auxiliar, counter electrode). Los iones de la muestra son conducidos por el efecto del campo
eléctrico hasta el extremo del capilar, donde la muestra liquida forma un cono llamado cono
de Taylor. Los iones, todos cargados con la misma polaridad, se acumulan en la superficie de la
muestra liquida hasta que la fuerza de repulsidon es mas grande que la tensién superficial del
liguido, momento en que multitud de pequefias gotas (aprox 1 um) altamente cargadas con
iones, salen emitidas en forma de aerosol o espray. Muchos aparatos comerciales utilizan un
flujo coaxial de nitrégeno para mejorar la formacion del espray (gas de nebulizacion) cuando
se trabaja con flujos de muestra liquida. El espray es conducido mediante el campo eléctrico
hacia el segundo capilar que esta al vacio. Una cortina de gas que arrastra las moléculas
neutras y el dngulo en que estan dispuestos los electrodos permiten que soélo entren las
moléculas cargadas que estan siendo arrastradas por el campo eléctrico. Una vez dentro del
segundo electrodo o capilar, las gotas pierden volumen por desintegracién y desolvatacion,
hasta que finalmente los analitos quedan ionizados en fase gaseosa. El segundo capilar se

puede calentar eventualmente para facilitar la evaporacién del solvente.

Para la separacion de estos iones generados con diversas relaciones m/z existen diferentes
métodos y analizadores. El tipo de analizador utilizado en nuestro estudio ha sido de triple
cuadrupolo (TQ). Un cuadrupolo consta de cuatro rodillos circulares dispuestos en paralelo dos
a dos en torno de un eje central. A cada uno de los rodillos se le aplica una corriente continua
(DC) de forma que los rodillos opuestos presenten una misma polaridad: uno con voltaje
positivo y el otro con voltaje negativo. Mediante la aplicacidn de dos campos eléctricos DCy un

potencial de radiofrecuencia (RF), los iones que entran en el cuadrupolo comienzan a oscilar
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en un plano perpendicular a la longitud de los rodillos, de forma que para una combinacién de
DC y RF dada, sélo los iones con una determinada relacion m/z presentaran una trayectoria
estable, podran atravesar el cuadrupolo y llegar al detector. En el TQ el primer cuadrupolo Q1
y el tercero Q3 funcionan como filtro de masas y el segundo cuadrupolo Q2 funciona como

celda de colisidn (Figura 3.5).

Los TQ cuando operan en modo scan proporcionan una informacidn espectral muy precisa
sobre la identidad del producto, y en modo SIM (modo de seleccidn de ién) proporcionan una
excelente sensibilidad con una alta especificidad, lo que posibilita el andlisis cuantitativo. Los
diferentes modos de adquisicion de las corrientes idnicas son: Barrido completo (full scan),
Barrido de ion(es) seleccionado(s) (SIM, Selected lon Monitoring), Barrido de ion-fragmento
(Product ion scan), Barrido de ion-precursor (Parent ion scan), Barrido de fragmento neutro
(Constant neutral loss scan), Monitoreo de reaccidn multiple (Multiple reaction monitoring)

(Figura 3.5).
3.2.2.2 Procedimiento
i Interfase

Dispositivo de introduccion de muestra. En nuestro caso esta acoplado on-line a un sistema

cromatografico UHPLC donde los analitos de la muestra han estado previamente separados.
lonizacion de la muestra.

La fuente de ionizacidn utilizada ha sido ZSpray electrospray (ESI) que ha operado en modo
positivo para todos los indoles y la adenosina y en modo negativo para el resto de catabolitos

(el haz de iones es positivo o negativo en funcidn del voltaje aplicado al capilar).

Para la ionizacién de los catabolitos y los indoles la temperatura de la fuente se fijé en 130 °C.
El voltaje del capilar se fijéo en-2.5 kV y la temperatura de deso lvatacién se fijé en 350 oC. El
flujo del gas del cono (nitrégeno) fue 25 L/h y para el gas de colision (argdn) el caudal fue 0.1

mL/min.
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ii Analizador de masas

Para la cuantificacién de indoles se ha utilizado el modo Multiple Reaction Monitoring (MRM).
También se realizaron experimentos MS/MS en modo Daughter lons para estudiar los
patrones de fragmentacién de iones moleculares. Las condiciones MRM de transicién se han
optimizado con el “Autotune Wizard Software” mediante la infusién de soluciones estandar
(10 mg/L) de cada compuesto. Dos transiciones MRM especificas de los iones moleculares
desprotonadas fueron monitoreadas para cada compuesto (ion cuantificador y un idn
cualitativo). Los indoles fueron identificados comparando su tiempo de retencién y las

transiciones MS/MS con los obtenidos a partir de soluciones estandar puros.
Adquisicién e integracion de datos fueron controlados por software MassLynxTM (versién 4.0).
iii Detector

Los iones analizados al pasar por la superficie del detector crean una senal que se transmite
eléctricamente para crear los espectros de masa. La deteccidn se llevd a cabo mediante el uso

de una red de diodos (DAD) acoplado en serie con el TQD.
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4. Resultados y discusion

Este capitulo se ha ordenado siguiendo el mismo modelo del apartado 3 correspondiente a la

metodologia y Plan de Trabajo, el cual a su vez responde a los dos objetivos planteados en el trabajo:

1. Caracterizar los cambios ultraestructurales y morfoldgicos de las lias durante la larga crianza
bioldgica de los cavas.

2. Definir posibles indicadores quimicos en el vino que se relacionen con el tiempo de crianzay
con el grado de degradacion de las lias y, que se puedan utilizar para controlar objetivamente

el envejecimiento de los cavas.

Los resultados del primer objetivo se encuentran en el apartado 4.1. Las observaciones
correspondientes a los cambios ultraestructurales y morfolégicos de las lias se encuentran en la
publicacion del FEMS Yeast Research de 2012 (apartado 4.1.2), mientras que los datos cuantitativos

de las propiedades superficiales de las lias se exponen en el apartado 4.1.3.

Los resultados del segundo objetivo estan distribuidos entre el apartado 4.2 y 4.3. Primero se trata el
analisis y la evolucidn durante la crianza del cava de los catabolitos de ARN, puesto que las muestras
de vino son las mismas que las utilizadas en el estudio de los cambios morfoldgicos vy
ultrestructurales de las lias (Figuras 3.1 y 3.3). Ademas, estos resultados también han sido
publicados, en este caso en la revista Journal of Agricultural and Food Chemistry en 2013 (apartado
4.2.2). Los otros indicadores incluidos en el trabajo, los indoles, debido a su fotosensibilidad y que las
muestras anteriores no se habian protegido de la luz, han requerido otro muestreo (Figura 3.4). Por
otra parte, debido a las contradicciones de los pocos autores que han determinado en vinos
melatonina y sus isGmeros, asi como otros metabolitos relacionados con su metabolismo, y a la
propuesta de diversos métodos de andlisis (apartado 4.3.2), primero se ha puesto a punto un
método fiable para su determinacién (publicacién enviada, apartado 4.3.3.1) y después se ha
aplicado a muestras de crianza conocida (apartado 4.3.3.2). Ademas, dada la novedad de la
melatonina en Enologia, se ha incluido un apartado (4.3.1) donde se exponen el origen y las

funciones, asi como las posibles vias metabdlicas a fin de esclarecer los metabolitos relacionados.
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4.1 Cambios ultraestructurales de las lias del cava durante el envejecimiento en

condiciones enoldgicas reales

Estos cambios se han abordado desde dos vertientes, por un lado se ha aplicado la técnica de
microscopia electrénica de transmisién (TEM) a fin de describir los cambios observados en las células
muertas de las levaduras a lo largo de la crianza; mientras que la microscopia de fuerza atomica
(AFM) ha permitido relacionar los cambios de la ultraestructura celular con propiedades superficiales
de las lias como la topografia y la elasticidad. El apartado recoge todos los datos obtenidos, los de la
microscopia electrénica de transmisién que ya estdn publicados (FEMS Yeast Research, 2012) y cuyo
resumen se encuentra en el apartado 4.1.1, y los de la aplicacién de la AFM que estan comprendidos

en el apartado 4.1.3.

4.1.1 Resumen

Tudela, R., Gallardo-Chacon, J.J., Rius, N., Ldpez-Tamames, E., Buxaderas, S., 2012. Ultrastructural
changes of sparkling wine lees during long-term aging in real enological conditions. FEMS Yeast

Research, 12, 466-476.

El objetivo de este estudio es profundizar en el conocimiento de los cambios ultraestructurales que
sufren las lias de segunda fermentacion en contacto con el cava durante la crianza. Para alcanzar este
objetivo se han elaborado tres series de cava a escala industrial, cuya crianza ha tenido lugar en
condiciones enoldgicas reales en las Bodegas Freixenet. Estos tres cavas se diferencian en el tipo de
vino base con el que han sido elaborados, pero la cepa de levaduras utilizada para la toma de
espuma ha sido la misma.

Las levaduras, con diferentes tiempos de envejecimiento (hasta 48 meses), se han fijado y visualizado
utilizando la técnica de criofijacién por alta presidon (High Pressure Freezing, HPF), seguida de
criosustitucidn (Freeze-substitution, FS) en combinacidn con microscopia electréonica de transmisién
(TEM). Se ha observado que a lo largo del envejecimiento la pared celular de las lias ha perdido la
estratificacion que se visualizd en las levaduras del pie de cuba (una capa interior amorfa
electrotransparente a los electrones y una capa exterior fibrosa electrodensa a los electrones).
Concretamente a los 9 meses, el desprendimiento completo de la membrana plasmatica,
acompafiado de la plasmdlisis de las células, permitié observar que la capa interna de la pared celular
también consistia en dos capas diferentes: una capa microfibrosa que se extendian hacia el espacio

periplasmico y una matriz amorfa. A 18 meses de crianza, el material microfibroso de la pared celular
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aparece mas difuso y la zona media amorfa del interior de la pared parece estar degradada. A partir
de los 30 meses en adelante, la pared celular se ha convertido en una estructura desordenada de
fibras electrodensa a los electrones. A pesar de estos cambios, la pared celular de las levaduras se
mantuvo sin romperse hasta los 48 meses de envejecimiento del vino. Sin embargo si que se observd
por primera vez en las lias la rotura de la membrana celular. También aumenté el tamafio del espacio
periplasmico como consecuencia de la plasmdlisis celular y una progresiva desorganizacién y vaciado
del contenido citoplasmico durante el envejecimiento. Se detectd evidencia morfoldgica de

macroautofagia y por primera vez de microautofagia en condiciones enoldgicas.

Aportaciones mas relevantes

e Se detectd por primera vez evidencia morfolégica de microautofagia en S. cerevisiae en
condiciones enoldgicas.

e La estructura estratificada de la pared celular desaparece a lo largo del tiempo de crianza. La
zona media amorfa del interior de la pared se va degradando a partir de los 18 meses de
envejecimiento y el material microfibroso aparece mas difuso. A partir de los 30 meses en
adelante, la pared de la célula se presenta como una estructura enmarafiada de fibras,
aunque se mantiene sin roturas a lo largo de los 48 meses de crianza. Sin embargo, si se
observaron roturas en la membrana plasmatica.

e Debido a la autdlisis las lias presentan una gran pérdida y desorganizacion de los contenidos

intracelulares que aumenta a lo largo del envejecimiento.
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Abstract

Ultrastructural changes of lees of three series of sparkling wines produced using
the traditional method during long-term aging (4 years) were assessed by high-
pressure freezing in combination with transmission electron microscopy. The
stratified structure of the cell wall disappeared throughout aging. After
18 months, the microfibrous material of the cell wall appeared more diffuse
and the amorphous midzone of the inner wall layer was progressively degraded.
From 30 months onward, the cell wall consisted of a tangled structure of
fibers. In spite of these changes, the cell wall of yeasts remained unbroken at
48 months of wine aging. Cell membrane breakage was observed for the first
time in lees of Saccharomyces cerevisiae. An increase in the thickness of the
periplasmic space owing to plasmolysis and of the number of cells with less
cytoplasmic content was observed during aging. Morphological evidence of
microautophagy was detected for the first time in S. cerevisige in enological

Keywords

Saccharomyces cerevisiae; sparkll.ng wine; conditions.
yeast lees; ultrastructure; autolysis;

autophagy.

Introduction

Sparkling wines are distinguished from other wines because
they undergo two fermentation processes: grapes must fer-
ment to produce wine and then, after the addition of the #-
rage liquor, the wine itself is fermented. They also undergo
biological aging which consists of leaving the lees of the sec-
ond fermentation in contact with the sparkling wine in the
same bottle or tank where the fermentation is carried out
(Official Journal of the European Union L 148/47). Biologi-
cal aging duration varies, but for quality sparkling wines of
European origin (e.g. Champagne in France, Cava in Spain,
Sekt in Germany, and Franciacorta, Asti, and Prosecco in
Italy) it usually takes anywhere from a few months to several
years. In the case of Cava, the minimum aging period is
9 months, with 15 months for the Reserve and 30 months
for the Great Reserve. Biological aging gives to these wines
particular organoleptic characteristics owing to their contact
with the lees. It is assumed that the sensorial profile acquired
by these wines is because of the autolytic process of cells dur-

© 2012 Federation of European Microbiological Societies
Published by Blackwell Publishing Ltd. All rights reserved
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ing aging (Torrens et al., 2010). Many researchers have tried
to connect the changes observed in the sparkling wine dur-
ing aging with autolysis by analyzing the evolution of many
compounds in the wine over time. When an increase was
observed in the content of cell compounds, such as proteins,
peptides, amino acids, fatty acids, polysaccharides, etc., dur-
ing aging, it was suggested that the cells had released these
compounds into the wine as a result of cellular self-destruc-
tion (Feuillat & Charpentier, 1982; Moreno-Arribas et al.,
1996; Fornairon-Bonnefond et al., 2002; Gallart et al., 2002;
Charpentier et al., 2005; Pérez-Serradilla & Luque de Castro,
2008; Martinez-Rodriguez & Pueyo, 2009). Other composi-
tional changes were postulated as a result of the activity of
enzymes released by the dead cells (Leroy et al., 1990; Alex-
andre et al., 2001).

Although induced autolysis is widely used (Fornairon-
Bonnefond et al., 2002; Zhao & Fleet, 2003, 2005; Alexan-
dre & Guilloux-Benatier, 2006), few studies focusing on
autolysis have been made during the evolution of sparkling
wine fermented and aged in the bottle, and under real bio-
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logical aging conditions, temperature often below 15 °C
and under a carbon dioxide pressure of 6 atmospheres
(Piton et al., 1988; Leroy et al., 1990; Martinez-Rodriguez
et al., 2001). These biological aging conditions of sparkling
wines are far from the optimal conditions of yeast autolysis
(pH 5.0, and temperature 45 °C) (Charpentier, 2010).

In the last 20 years, enological additives have been
developed based on inactive dry yeast with technological
and sensorial purposes (Pozo-Bayon et al., 2009a, b). The
development of these products has advanced the knowl-
edge of the structural composition of the wall and other
cellular organelles, as well as many of the structural
changes suffered by the dead yeast cells when autolysis
was induced. However, most of these studies were carried
out in model wines where lees were subjected to acceler-
ated autolysis. Such induced autolysis was not comparable
with the natural autolysis that occurs during the biologi-
cal aging of sparkling wines, as has been reported by
Martinez-Rodriguez et al. (2001).

There is a single published study on the structural
changes of the second fermentation lees of a bottle-
fermented sparkling wine during long-term aging. Piton
et al. (1988) used thin-section electron microscopy to
observe the structural changes of lees from some cham-
pagne bottles with different aging. These authors observed
that most aged lees have a thinner wall than younger
dead cells and that even in one 7-year-old sample the cell
wall of the lees remained unbroken.

The aim of this study was to demonstrate the evolution
of structural changes and cellular degradation of lees dur-
ing long-term aging in real enological conditions. For this
purpose, high-pressure freezing (HPF) in combination
with transmission electron microscopy (TEM) was used
to monitoring the ultrastructural changes of lees of three
series of sparkling wines produced with the same Saccha-
romyces cerevisiae strain and aged for 4 years in bottles.

Materials and methods

Sampling

Three sparkling wines series from three different blends
were produced on an industrial scale at Freixenet S.A. win-
ery using the traditional method. The three base wines were
bottled after the addition of the same ‘liqueur de tirage’.
This liqueur is composed of 1-2 x 10° yeast cells mL ™"
(yeast starter), 500 g L™" of sucrose, 0.1-0.2 g L' of ben-
tonite, and ammonium phosphate (50 mL hL™"). Taking
into account that approximately 40-42 mL of ‘liqueur de
tirage’/750 mL bottle is added, each bottle receives between
20 and 21 g of sucrose (Flanzy et al., 1999). The S. cerevisi-
ae F11 strain belongs to the private collection of Freixenet
S.A. winery. Cava series (500 bottles of 750 mL x 3 series)
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were stored in the cellar for 48 months during the second
fermentation ‘prise de mousse’ and aging. Three bottles of
each series were taken at 1, 9, 13, 18, 21, 30, and 48 months
after bottling. These sampling points were selected accord-
ing to representative aging periods of Cava categories: (1)
Cava (> 9 months), (2) Reserve (> 15 months), and (3)
Great Reserve (> 30 months). In addition, a yeast starter
sample for the second fermentation was collected as a refer-
ence to recognize the ultrastructures of living cells (time 0).

Isolation of lees

The lees were prepared as follows: the content of three
bottles (750 mL each) was centrifuged at 8350 g for
15 min at 4 °C using a Centrikon T-124 centrifuge (Kon-
tron Instruments, Cumbernauld, UK); the pellet was
washed three times with 30 mL of NaCl 0.9% (Panreac,
Barcelona, Spain) (Leroy et al., 1990).

Transmission electron microscopy

Lees pellets were selected under a stereomicroscope and
transferred to 1.5 mm diameter and 200-um deep planch-
ettes and immediately cryoimmobilized using a Leica EM-
Pact high-pressure freezer (Leica, Vienna, Austria), and
then stored in liquid nitrogen until further use (Nevot
et al., 2006). After rapid freezing, specimens were freeze-
substituted in anhydrous acetone containing 2% osmium
tetroxide and 0.1% uranyl acetate at —90 °C for 3 days.
They were gradually warmed to room temperature at a
temperature progression rate of 5 °C h™'. After several
acetone rinses, the samples were embedded in epon resin.
The epon was then polymerized for 48 h at 60 °C
(Walther & Ziegler, 2002). Ultrathin sections were cut
using a Leica Ultracut UCT ultra microtome, mounted
on formvar-coated copper grids and poststained with 2%
uranyl acetate in water and lead citrate (Bozzola & Russell,
1999). The ultrathin sections were observed with a Tecnai
Spirit electron microscope (FEI Co, Hillsboro, OR) at an
accelerating voltage of 120 kV. On average, 10 overview
and approximately 55-65 detailed electron micrographs
for each sample point were taken.

Identification of yeast organelles and structure has been
carried out on the basis of the TEM recognition studies
on living cells reported by Wright (2000), Walther &
Ziegler (2002), Giddings (2003), Osumi et al. (2006), and
Yamaguchi et al. (2011).

Results and discussion

HPF in combination with TEM was used to study the
ultrastructural changes in yeast cells along with sparkling
wine aging on lees. Cryofixation by HPF preserves cell
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ultrastructure close to the normal living state because the
intrinsic cell water turns into vitreous ice and the cell
content is rapidly and efficiently immobilized (Studer
et al., 2008).

No differences were observed among the lees of the
three series of cava (data not shown), although the base
wines were different.

The ultrastructure of the S. cerevisige strain used in this
study is shown in Fig. 1 (time 0). The cell wall consisted
of an amorphous electron-transparent inner layer (iCW)
and an electron-dense outer layer (0CW) (Fig. la and d)
(Walther & Ziegler, 2002; Yamaguchi et al., 2011).
Branched B1,3-glucan chains containing B1,6-linked glu-
cose residues could be part of the amorphous layer (AL).
The outer layer is observed as an accumulated microfi-
brous material that extends into the medium. It consists
predominantly of mannoproteins. Enzymes and other
proteins are physically entrapped in the wall (Kopecka
et al,, 1974; Cid et al., 1995; Lipke & Ovalle, 1998; Klis
et al., 2002, 2006; Yamaguchi et al., 2011). Figure 1b and
¢ reveal the nucleus (N), nucleolus (Nu), nuclear pore
(NP), spindle pole body (SPB), and the nuclear envelope
(NE) (Wright, 2000; Walther & Ziegler, 2002; Osumi
et al., 2006; Yamaguchi et al, 2011). Ribosomes (R)
(Fig. 1a) (Osumi et al, 2006; Yamaguchi et al., 2011), a
large vacuole (V) with polyphosphate aggregates (Po)
(Fig. 1b), glycogen granules (GLY) (Fig. 1c) (Osumi,
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1998), and mitochondria (M), cytoplasmic membrane
(CM) and invagination of cell membrane (CMI) (Fig. 1a
and d) can also be observed (Walther & Ziegler, 2002;
Giddings, 2003; Osumi et al, 2006; Yamaguchi et al,
2011).

Ultrastructure of yeasts during second
fermentation

Figure 2 shows ultrathin sections of S. cerevisiae har-
vested after 1 month of fermentation in the bottle. Yeast
cells at this stage are similar in appearance to yeast star-
ter cells (Fig. 1). No signs of autolysis were observed.
The cell wall maintained its two-layer structure attached
to the CM, and both the NE and the CM were visible
(Fig. 2a, ¢ and d) (Wright, 2000; Walther & Ziegler,
2002; Osumi et al., 2006; Yamaguchi et al., 2011). Many
cytoplasmic organelles can be discerned; ribosomes (R)
(Fig. 2a, ¢ and d) (Osumi et al., 2006; Yamaguchi et al.,
2011); mitochondria (M) with very few cristae, typical
of yeasts in anaerobiosis (Piton ef al, 1988), and the
bilayer structure of the membrane comprising yeast
Golgi cisternae (G) (Fig. 2b); a lipid body (L) (Fig. 2a);
a peroxisome (P) (Fig. 2¢); and many endoplasmic retic-
ulum structures with many ribosomes (rER) (Fig. 2d)
(Giddings, 2003; Osumi et al., 2006; Yamaguchi et al,
2011).

'(b)

Fig. 1. TEM images of Saccharomyces cerevisiae cells cryofixed by HPF. Note that cell structures were well preserved in a natural state. Bars: (a)
200 nm, (b) 1 um, (c) 500 nm, and (d) 200 nm. CM, cell membrane; CMI, cell membrane invaginations; CW, cell wall; iCW, inner cell wall;
oCW, outer cell wall; cyt, cytosol; rER, rough endoplasmic reticulum; G, Golgi apparatus; Gly, glycogen granule; L, lipid droplet; M,
mitochondrion; N, nucleus; NE, nuclear envelope; NP, nuclear porus; Nu, nucleolus; P, peroxisome, Po, polyphosphate; PS, periplasmic space; R,

ribosome; SPB, spindle pole body; V, vacuole; ve, vesicle.
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Fig. 2. Ultrathin sections at high magnification of Saccharomyces cerevisiae lees after 1 month of bottling. Bilayered structure of cytoplasmic
(CM), nuclear envelope (NE), mitochondrion (M), and Golgi (G) membranes is well distinguished. Bars: (a and b) 500 nm, (c and d) 200 nm.

Autophagy of yeasts

Evidence of microautophagy and macroautophagy was
detected in sparkling wine lees (Fig. 3). In cells harvested
at 1 month of bottling, we were able to observe a large
vacuole (V) that formed arm-like extensions of its mem-
brane engulfing a vesicle (ves) (Fig. 3a) and lipid bodies
(L) (Fig. 3c). Fusion and concomitant sealing of this
growing membrane will result in the incorporation of the
vesicle and the lipid body into the vacuole. This micro-
autophagic process has been described for peroxisome
degradation in Pichia pastoris (Mijaljica et al., 2007; Kraft
et al., 2009). Figure 3a also showed a nonselective auto-
phagy process by which bulk cytosol (cyt) was taken up
by tubular invaginations of the vacuole. Lipid bodies (L)
were also assimilated by arm-like protrusions (Fig. 3b,
arrows) of the vacuole surface. A similar microautophagic
process was postulated by Kraft et al. (2009) to take up
large cytosol components in starved S. cerevisiae cells in
laboratory conditions. Figure 3¢ shows a yeast cell whose
vacuole has formed an autophagic tube (AT). Vacuolar
invaginations in nitrogen-starved S. cerevisiae cells were
visualized with the viability dye FM 4-64 under a confocal
laser scanning microscope by Mijaljica et al. (2007).
These authors observed that membrane vacuolar invagin-
ations formed AT that disappeared within one hour of
labeling with FM 4-64, leaving a diffuse stain in the vacu-
ole. They suggested that an ‘inverse-budding’ reaction of
the AT maybe related to the regulation of vacuolar
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membrane homeostasis. We propose that the vacuole of
the cell shown in Fig. 3¢ was undergoing a similar micro-
autophagic process to control its own homeostasis. To
our knowledge we showed here, for the first time, mor-
phological evidence of industrial S. cerevisiae undergoing
microautophagy during real sparkling wine aging.

An autophagosome near the vacuole (Fig. 3d, black
arrow) and autophagic bodies were observed inside the
vacuoles of S. cerevisiae cells (Fig. 3d, white arrows), con-
firming the findings of Cebollero & Gonzalez (2006) that
macroautophagy was also induced during the second fer-
mentation of wine in a closed bottle. Samples taken after
1 month of bottling were filled with living cells that were
undergoing autophagy but not yet autolysis. Our results
agree well with those reported by Cebollero & Gonzalez
(2006) that autophagy takes place before autolysis. The
detection of a single and reminiscent autophagosome in
the cytoplasm of cells at 13, 21, and 30 months of aging
(Fig. 3e, f and g, respectively) could be owing to the
resistance of bilayered membranes to degradation (see
Evolution of cell cytoplasm lees).

After 1 month of bottled fermentation, S. cerevisiae
had reached the stationary phase (data provided by Fre-
ixenet S.A.), and the growth arrest is the consequence of
depletion of nutrients and high levels of ethanol (Bauer &
Pretorius, 2000). At this stage, different autophagy
processes might be induced to control cellular homeosta-
sis and to contribute to the outcome of autolysis in
enological conditions.
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Fig. 3. Micrographs of lees showing different types of autophagy. (a—d) cells harvested after 1 month of fermentation. (a and b)
Microautophagy: the sequestration event occurs at the surface of the vacuole (see text for explanation); (c) vacuole self-degradation by forming
an AT; (d) the yeast vacuole contains many autophagic bodies (white arrows), an autophagosome (black arrow) is observed in the cytoplasm of
the cell; and (e—g) dead cells harvested at 13 months (e), 21 months (f), and 30 months (g) of aging with an autophagosome (arrows). Bars: (a)
500 nm, (b) 1 pum, () 2 um, (d) 1 pum, (e) 500 nm, (f) 200 nm, (g) 500 nm.

Autolysis of yeasts

Lees samples harvested at 9, 18, 30, and 48 months after
bottling are shown in Fig. 4a, b, ¢ and d, respectively.
From the ninth month onward, most of the cells were
plasmolysed; a double CM completely detached from the
cell wall was observed (Fig. 4). Although samples were
collected after 9 months of bottling to make sure that
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cells were undergoing autolysis (Charpentier & Feuillat,
1993; Todd et al,, 2000), we detected some cells that
apparently had not yet begun. Figure 4a insert shows two
yeast cells of the same preparation taken at 9 months.
One of them (left) is not yet plasmolysed. Yeast autolysis
is a slow process associated with cell death, and involves
intracellular hydrolytic enzymes that act to release cyto-
plasmic and cell wall compounds into the wine (Babayan
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Fig. 4. Low magnification view of ultrathin sections of sparkling wine lees harvested at 9 months (a), 18 months (b), 30 months (c), and
48 months (d) of aging. (a, insert) a completely intact cell was detected after 9 months of aging. Bars: (a-d) 5 um, (a, inside) 2 pm.

& Bezrukov, 1985). The low temperature at which the
aging process in the bottle takes place causes a low death
rate and low enzymatic reaction rates, explaining the
slowness of the yeast autolysis. Changes in the cell wall
were more homogeneous within cells of the same age
than the degradation of cytoplasmic material, as can be
seen in Fig. 4.

Evolution of the cell walls

Figure 5 shows micrographs (200 nm of magnification) of
thin sections of yeasts cells after 1, 9, 13, 18, 30, and
48 months of aging. These micrographs confirmed that
the cell wall of the yeasts remained unbroken throughout
autolysis. As stated above (Ultrastructure of yeasts during
second fermentation) after 1 month of bottling, the cell
wall maintained its two-layer structure consisting of an
amorphous inner layer (iCW) and a fibrous outer layer
(oCW) (Fig. 5a). At 9 months, the complete detachment
of the CM accompanying the plasmolysis of the cells
enabled the identification of the stratified structure of the
S. cerevisiae cell wall (Fig. 5b). The HPF technique used in
this study improved the quality of the micrographs
enabling us to observe that the inner layer of the cell wall
(iCW) also consisted of two different layers: a microfi-
brous layer (FL) and an AL. The fibrous layer (FL) was
formed of a homogeneous structure of very tight electron-
dense microfibers that extended to the periplasmic space
(PS). The midzone of the cell wall was observed as an
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amorphous matrix (AL). The outer cell wall layer (oCW)
in cells of samples taken at 9 and 13 months of bottling
presented the same microfibrous structure as the yeast
starter (Fig. 5b and ¢), and disappeared throughout aging
(Fig. 5e and f). After being bottled for 18 months the mi-
crofibrous material of the cell wall appeared more diffuse
and the midzone seemed to be degraded, making both
fibrous layers fuse (Fig. 5d, black arrow). From the 30th
month onward, the walls consisted of a tangled structure
of electron-dense fibers (Fig. 5e and f). It was also possible
to distinguish dark spots in the walls of cells at 48 months
of aging (Fig. 5f). Based on the wall structure schemes
proposed by Lipke & Ovalle (1998) and Osumi (1998)
and on the fact that uranyl ions react strongly with phos-
phate and amino groups (Bozzola & Russell, 1999), we
believe that these electron-dense spots could be protein
deposits.

Given our results we think that cell wall degradation
during autolysis in real conditions could be summarized
as follows: (1) the amorphous midzone is progressively
degraded (Fig. 5), probably due to the activity of glucan-
ases that hydrolyzed glucans, thus releasing mannopro-
teins such as flocculation proteins (Bony et al., 1997; Klis
et al., 2002); (2) residual activities of glucanases released
glucans (Alexandre & Guilloux-Benatier, 2006), provoking
the inner layer to lose its microfibrous continuous struc-
ture (Fig. 5d, e and f); (3) at long-term aging (Great
Reserve Cava), the inner and the outer layer of the cell
wall formed a tangled structure of fibers which could be
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Fig. 5. High magnification of ultrathin sections of Saccharomyces cerevisiae lees walls harvested at 1 month (a), 9 months (b), 13 months (c),

18 months (d), 30 months (e), and 48 months (f) of aging. Bars: 200 nm.

composed of P1,3-glucans associated with proteins
(Figs 5e, f and 6e, f, g). In spite of these changes, S. cere-
visiae cells maintained their integrity throughout the
48 months of wine aging. Our results were comparable to
the depletion of the cell wall observed in simulated
(Hernawan & Fleet, 1995) and real sparkling wine condi-
tions (Piton et al.,, 1988), and related to the decrease in
the hydrophobicity of wine lees and in cell surface pro-
teins (Vichi et al., 2010), which were associated with the
release of yeast cell wall mannoproteins.

Our results improve on the work of Piton et al. (1988)
on the cell wall of lees after long aging periods in enolog-
ical conditions. These authors worked on champagne
bottle-fermented samples and observed that the disap-
pearance of the internal layer is complete after 6 month
of bottling. However, in the current study, we observed
the changes in the cell wall’s internal layer after
18 months (Reserve sparkling wine) (Fig. 5d, e and f).
This discrepancy in time could be owing to the yeast
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strain and/or to the TEM procedure. We have studied the
autolysis of lees samples of bottles from three different
wine blends produced with the same yeast strain for
4 years, which allowed us to determine the sequence of
cell wall degradation throughout the aging process.

Evolution of cell cytoplasm lees

Samples collected during wine aging consisted of lees at
different stages of cytoplasmic degradation (Figs 4 and 6).
Differences between cells in their cytoplasmic content
were also reported by Hernawan & Fleet (1995) in cells
undergoing autolysis in model solutions and by Martinez-
Rodriguez et al. (2001) in one 12-month-old bottle of
sparkling wine. Individual cells in an asynchronous batch
culture, such as in sparkling wine bottles, differ in many
variables related to the complexity of the yeast cell cycle.
Differences within individual cells in their phase in the
cell division cycle, their genealogical age, their size, and in
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Fig. 6. Ultrathin sections of Saccharomyces cerevisiae lees showing different stages of autolysis after 9 months (a—d) and 48 months (e-f) of

aging. Cells from the same sample showed different degrees of autolysis (see text for explanation). Bars: (a) 200 nm, (b) 1 um, () 500 nm, (d)
200 nm, (e) 200 nm, (f) 1 um, (g) 1 um, (h) 100 nm.

clonal variability (Porro et al., 2009; Portell et al., 2011)
may yield the cell morphology distribution of the aging
lees. In addition, stationary-phase cultures of S. cerevisiae
include both quiescent and nonquiescent cells (Allen
et al., 2006), increasing the complexity of the yeast popu-
lation of lees. Thus, we were not able to establish a time
sequence of cytoplasmic autolysis during aging as we did
for cell wall degradation.
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In general, owing to plasmolysis, the thickness of the
periplasmic space (PS) increased with time. Furthermore,
although the CM formed deep invaginations and some
breakages of the membrane were also observed, the dou-
ble-layered ultrastructure was preserved throughout aging
period (Fig. 6a and e). Although S. cerevisiae responds to
ethanol stress by increasing fatty acyl chain length and
the proportion of unsaturated fatty acids and sterols in
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the plasma membrane (Bauer & Pretorius, 2000; Walker
& Van Dijck, 2006), one of the major consequences of
yeast cell exposure to high levels of ethanol is the
disruption of membrane structural integrity (Walker &
Van Dijck, 2006). This is in agreement with our observa-
tion of plasma membrane (CM) invaginations and break-
ages after 9 months of aging (Fig. 6a and e dashed
arrows). It has been reported that plasma membrane deg-
radation starts after 3 to 6 months, with lipids being
released into the medium (Alexandre & Guilloux-Bena-
tier, 2006), but little is known about the fate of the
plasma membrane during autolysis in sparkling wine
aging on lees. Experiments in a model wine system
showed that no phospholipids were released into the
medium (Hernawan & Fleet, 1995; Pueyo et al., 2000),
which could suggest that the plasma membrane is
degraded inside the cell. Fragments of double-layered
membranes from the plasma membrane or from organ-
elles such as mitochondria, the nucleus, or autophago-
somes were observed in the cytoplasm of the cell (Fig. 6c,
dashed arrows). Our micrographs may indicate that the
first step of plasma membrane degradation during aging
on lees is the production of small fragments that remain
inside the cell (Fig. 6a). These fragments of bilayered
membranes would then be digested.

Autolysis was accompanied by extensive loss and disor-
ganization of the intracellular contents (Figs 4 and 6)
(Hernawan & Fleet, 1995; Martinez-Rodriguez et al.,
2001). Nonelectron-dense lipid droplets could be observed
in lees from 9 months (Fig. 6b) to 48 months (Fig. 6f) of
wine aging. Degradation of the cytoplasm content was
already observed at 9 months, as vesicles with different
material could be detected (Fig. 6¢, solid arrows) and
ribosomes (R) were present in the periplasmic space
(Fig. 6d). However, the nucleus and mitochondria were
observed in some cells 48 months old (Fig. 6g). Figure 6h
(arrow) shows some double-membrane organelles, but
owing to the degradation process it was not possible to
discern if they belonged to the Golgi system or the endo-
plasmic reticulum (Giddings, 2003; Osumi et al., 2006;
Yamaguchi et al., 2011). Our results showed that cytoplas-
mic degradation was a process that extended for at least
4 years. Cell depletion, nevertheless, was not complete
after 48 months in the bottle (Figs 4d and 6f, g). These is
in agreement with the results reported by Leroy ef al
(1990) and Moreno-Arribas et al. (1998) that there is still
autolytic activity in yeasts after 60 and 31 months of aging
in wine, respectively. These authors based their conclu-
sions on the analysis of the products released into the
wine. In addition, a great increase of intracellular proteo-
Iytic activity was reported in sparkling wine (Feuillat &
Charpentier, 1982) and in champagne (Leroy et al., 1990)
during the aging process. Moreover, an increase in the
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concentration of nucleic acid materials (Leroy et al., 1990)
and in the concentration of the most representative nucle-
otides (Zhao & Fleet, 2003, 2005; Charpentier et al., 2005)
was observed in champagnes, which could indicate the
degradation of organelles such as the nucleus, mitochon-
dria, and ribosomes, and subsequent degradation to nucle-
otides (Fig. 6). Our TEM images may agree with
analytical data obtained by several authors, among others
Leroy et al. (1990), Charpentier et al. (2005), and Moreno-
Arribas et al.  (1996), which described compositional
changes in sparkling wine during aging.

This is the first time that high-resolution TEM images
have been obtained, which provides evidence of several
morphological changes in the ultrastructure of S. cerevisi-
ae lees throughout real long-term aging. Most of the
studies on yeast autolysis have focused on the chemical
analysis of wine, but few of them have studied the cyto-
logical changes of yeasts during aging. Many of the
changes observed in our work could explain the evolution
of the compositional and sensorial characteristics of spar-
kling wines reported by previous authors. Finally, our
results suggest that autophagy is involved in the autolytic
process. Moreover, different types of autophagy were
observed in lees in real enological conditions. Further
research should be conducted to understand the role of
microautophagy and macroautophagy in the autolysis of
lees in sparkling wine during aging.
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4.1.3 Datos de la aplicacion de AFM

La modificacién de la morfologia y la ultraestructura de las lias a lo largo de la rima, ha sido estudiada
mediante microscopia electrénica de barrido a baja temperatura (Martinez-Rodriguez et al., 2001) y
de transmision (Pitdn et al.,, 1988; véase también apartados 4.1.1 y 4.1.2). La microscopia de fuerza
atémica (AFM) también puede ser una herramienta adecuada para visualizar directamente vy
cuantificar los cambios fisicos, morfoldgicos y estructurales que pueden tener lugar en la superficie
celular de la levadura (Dufréne et al., 2003; Gaboriaud y Dufréne, 2007). La ventaja de este
microscopio sobre los otros, es que el AFM puede funcionar en condiciones ambientales sin ninguln
tratamiento previo sobre la muestra y tiene ademds una mayor resolucién. El microscopio de fuerzas
atémicas (AFM) permite realizar imagenes topograficas a un amplio rango de materiales incluyendo
materiales bioldgicos y cuantificar diferentes propiedades mecdnicas, tales como el médulo de Young
del material (E) entre otras. El AFM utiliza las interacciones que se producen entre una sonda de
tamafio nanométrico y la muestra situada sobre un sustrato solido, obteniéndose imagenes de alta
resolucidn topografica. El perfil de altura a lo largo de cada linea de exploraciéon se adquiere y se
utiliza para reconstruir la imagen 3D del relieve de la superficie. De hecho, el AFM se puede utilizar
como un indentador capaz de aplicar fuerzas en el rango de decenas de piconewtons en areas tan
pequefias como nandmetros cuadrados. La técnica de indentacién empleando un AFM se conoce
como espectroscopia de fuerzas (Force Spectroscopy, FS). El Modo de Espectroscopia de Fuerzas da
informacién sobre la adhesién y la deformacion pldstica que experimenta la muestra al estar
sometido a una fuerza. La FS consiste en adquirir una curva de fuerza en funcién del movimiento del
piezoeléctrico en el eje vertical, perpendicular a la muestra (z) que aproxima la punta a la muestray
permite su analisis en un punto determinado (Figura 4.1). Las principales ventajas que presenta esta
técnica son: i) inmediatamente antes y después de la adquisicion de la curva, se puede obtener una
imagen de alta resolucién y ii) la carga aplicada puede ser del orden de los nN (10° N) o pN (10™** N).
Por consiguiente se puede determinar de forma correcta el E del material, ya que se pueden obtener

curvas totalmente elasticas sin producir deformaciones permanentes en el material.

Clasicamente el AFM ofrece dos modos de trabajo para sondear muestras bioldgicas: modo de
contacto y modo tapping. En el modo de contacto, la punta hace un barrido sobre la muestra para
obtener imagenes de alta resolucién de su superficie en términos de altura. La topografia de la
muestra se mide mediante la deteccién de cambios en la deflexidn de la punta, como una funcién de
posicién sobre la superficie (Liu y Wang, 2010). Sin embargo, cuando se aplica a muestras blandas
deformables, las imagenes topograficas resultantes se correlacionan poco con las variaciones en la
altura, debido a que la punta del AFM deforma la superficie durante la exploracién. El modo tapping

permite realizar imagenes de muestras blandas con una muy buena resolucion (Milhiet et al., 2011).
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En este modo (tapping), se utiliza un cantilever (barra) muy rigido, que oscila cerca de su frecuencia
de resonancia durante la exploracidn, sin estar en contacto con la muestra. El cambio en la amplitud
de la oscilacién durante la exploracién informa sobre la topografia de la superficie. En consecuencia,
las fuerzas laterales entre la punta y la muestra pueden ser significativamente reducidas, lo que en
principio, evita los artefactos de deformacién asociados con la formacién de imagenes en el modo de

contacto (Chopinet et al., 2013).
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Figura 4.1: Curva de fuerza realizada en la parte superior de una levadura depositada sobre grafito y
fotografiada en aire. La posicién de movimiento Z piezo = Onm corresponde al contacto entre la sonda del AFM
y la levadura. La muestra se comprime hasta una cierta fuerza vertical (linea roja); entonces, el movimiento se
invierte (linea azul) hasta que se pierde el contacto. En la regidon de contacto varios pardmetros mecanicos
pueden medirse cuantitativamente.

Propiedades biomecanicas de la pared celular de Sacharomyces cereviseae

La pared celular de las levaduras es una estructura dinamica, cuya arquitectura molecular se
remodela de forma continua durante los procesos de crecimiento y morfogenéticos (Levin, 2005).
También se somete a la remodelacién en respuesta al estrés ambiental, tales como el etanol y el
estrés oxidativo (Gibson et al., 2007; Canetta et al., 2006, 2009), térmico y osmoético (Kobayashi et
al.,, 1990; Yeh et al., 1996; Zhao et al. 2009; Pillet et al., 2014), y en respuesta a los farmacos
antifungicos tales como la alicina o caspofungina (Kim et al., 2011; El-Kirat-Chatel et al., 2013). Estos
procesos de remodelacidn estan organizados por un mecanismo denominado “rescate de la pared
celular” que se basa en una combinacién de varias vias de sefializacién (Levin, 2005, 2011). Estas
modificaciones bioquimicas identificadas hasta ahora durante los diferentes estreses fueron: i)
Deposicién masiva de quitina que tiene lugar en las paredes laterales de las células madre y de las
células hija en crecimiento, ii) un aumento del reticulado (cross-linkage) entre la quitina y los B-1,3-
glucanos v iii) La aparicion de nuevos vinculos entre las proteinas de la pared celular y la quitina a

través del B-1,6-glucano (Cabib et al., 2005; Valdivieso et al., 2000). En conjunto, estos mecanismos
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de reparacion de la pared celular se han considerado como un medio para combatir el debilitamiento

de la pared celular causada por el estrés (Klis et al., 2006; Lesage et al., 2006).

Entre los estreses ambientales que las levaduras pueden experimentar en condiciones enoldgicas, la
toxicidad del etanol es el principal, especialmente durante el proceso de fermentaciéon. Un nivel
de etanol estresante (4-6% v/v) puede hacer disminuir la tasa de crecimiento de la levadura y su
viabilidad celular inhibiendo varios sistemas para el transporte de
nutrientes (Alexandre y Charpentier, 1998), reduciendo su actividad metabdlica, y en casos
extremos, acabando en muerte celular (Martini et al., 2004). También provoca un aumento de la

rugosidad de su superficie celular y una pérdida de volumen (Canetta et al., 2006).

Las propiedades nanomecanicas de la pared celular de la levadura no pueden atribuirse a un
componente especifico de la propia pared. Mediante el uso de diversos mutantes de la pared celular
alterados en los niveles de B-glucanos, mananos y quitina o en los enlaces cruzados entre quitina y B-
glucano, se encontrd que estas propiedades dependian principalmente de su organizacion molecular
intrinseca, jugando un papel importante en la elasticidad de la pared celular los enlaces cruzados de
la quitina y del B -glucano (Dague et al., 2010). La elasticidad, cuantificada por el médulo de Young en
unidades de MPa, es mas alta en la cicatriz de gemacién que en otras partes de la célula madre
(Touhami et al., 2003; Alsteens et al., 2008), lo que sugiere que la quitina, que es mas abundante en
este sitio, tiene un papel importante en la elasticidad de la célula. Una conclusién similar se llegd
recientemente a partir del estudio de la levadura C. albicans expuesta al farmaco antifungico,
caspofungina. Se encontrd que los niveles de quitina aumentaron proporcionalmente con el
aumento de la dosis de caspofungina administrada a las células de C. albicans, y esta
proporcionalidad se reflejo6 en un aumento del mddulo de Young en estas células de levadura

(Formosa et al., 2013).

El objetivo de este trabajo es probar si mediante la microscopia de fuerza atémica (AFM) se pueden
visualizar los cambios topogréficos y cuantificar las posibles variaciones en la elasticidad de las
levaduras a lo largo de la rima, teniendo en cuenta que las células de Saccharomyces afiadidas con el
pie de cuba en el tiraje estdn sometidas al estrés de la presidon de CO, y al contenido en etanol del

vino base.

4.1.3.1 Resultados

Pruebas preliminares

Previamente, se realizaron pruebas para determinar qué medio (aire o acuoso) era el mas adecuado

para visualizar y cuantificar los cambios en las muestras de lias (Figura 4.2).
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Figura 4.2: a) AFM trabajando en modo Tapping en buffer salino, b) AFM trabajando en modo Tapping en
presencia de aire.

En la Figura 4.2a (medio acuoso) se observa que aunque las levaduras estan sobre la superficie y son
facilmente localizables, no es posible realizar imagenes ya que no estan adheridas al substrato y se
mueven debido al paso de la punta. Por el contrario, en la Figura 4.2b (medio aire) se observa como
las células de las levaduras forman una especie de collares sobre la superficie y quedan adheridas al

substrato. A partir de aqui se decidié realizar todas las medidas en aire.

En la Figura 4.3 se observa la forma ovoide de la célula de levadura de doce meses de crianza (Figura
4.3A). Las micrografias de alta resolucién muestran el relieve de la pared celular donde no se

aprecian roturas ni presencia de poros (Figuras 4.3By C).

Figura 4.3: A) Micrografia de una levadura de cava con 12 meses de crianza; B) Detalle en alta resolucién de la
pared celular de la levadura de la imagen anterior; C) Imagen topografica de 0.5X0.5 micras, zoom de la
anterior.

Para caracterizar la respuesta eldstica de la levadura en su conjunto se realizaron experimentos de

indentacién aplicando deformaciones grandes (cientos de nandmetros) sobre la muestra.
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Figura 4.4: a) Imagen topografica 10x10 micras de la levadura donde se realizaron las indentaciones; b)
Nanohuella de indentaciéon en la superficie de una levadura del pie de cuba, la flecha continua es la huella de
una fuerza vertical de 8uN vy la flecha discontinua de una fuerza vertical de 3uN.

La Figura 4.4a muestra la imagen topografica de la levadura del pie de cuba donde se van a realizar
las pruebas. En la Figura 4.4b (flecha continua) se observan las indentaciones realizadas con una
fuerza vertical de 8uN. Estas indentaciones han rebasado el limite elastico porque han dejado huella
en la levadura. Esta fuerza cred una deformacién permanente de la muestra de alrededor de 150nm.
Las indentaciones con una fuerza vertical de 3uN también crearon pequefias deformaciones
(alrededor de 8nm) en la muestra (Figura 4.4b, flecha discontinua) por lo que se decidié reducir aun

mas la fuerza vertical, hasta 1uN (datos no mostrados).

Comparando la elasticidad global de las levaduras del pie de cuba y las de 9 meses de envejecimiento
(Figura 4.5), las primeras muestran un pico muy claro alrededor de los 5GPa mientras que la muestra
envejecida no muestra un pico, sino que da valores mucho mas dispersos. Esto puede indicar que la

estructura se vuelve menos homogénea.
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Figura 4.5: a) Histograma de distribucién de diversas medidas de elasticidad (n > 500) realizadas en varias
posiciones sobre varias levaduras de 0 meses (n=3); b) Histograma de distribucién de diversas medidas de
elasticidad sobre muestras de 9 meses (n=3).

Cambios en la topografia v elasticidad de la pared de las levaduras durante la crianza

En la Figura 4.6 se visualiza la topografia de varias levaduras individuales obtenidas con diferentes
tiempos de crianza (5, 9 y 48 meses de crianza). Debido a la gran curvatura de éstas, el borde de las
células que se presentan en la Figura 4.6 esta rodeado por una estructura artefactual resultante del
contacto entre la sonda del AFM y la muestra. En estas regiones, la indentacién de la punta en las
células de levadura no se realiza de forma perpendicular, provocando asi resultados nanomecanicos
no fiables y artefactos topograficos. Por esta razon, todos los resultados resumidos en este estudio
corresponden a curvas de fuerza realizadas en la parte superior plana de la levadura (ver Figura 4.7).
La superficie es notablemente mas homogénea y aparentemente mas lisa en las levaduras mas
jévenes (Figura 4.6A, B) y las de 9 meses de crianza (Figura. 4.6C, D) que en las células de 48 meses

de crianza (Figura 4.6E, F). Estas ultimas presentan una superficie celular arrugada y una morfologia
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mas aspera. En las muestras de 9 meses y 48 meses se observan dos tipos de morfologias. Las Figuras
4.6C y 4.6E muestran lias que presentan una forma muy parecida a las lias con menos tiempo de
envejecimiento. Sin embargo, las Figuras 4.6D y 4.6F muestran lias con el mismo tiempo de
envejecimiento pero con una forma aplanada y con menos volumen, menos turgente. Posiblemente
esto es debido al vaciado citoplasmatico y a la rotura de la membrana plasmatica que visualizamos
mediante TEM en el estudio previo, como consecuencia de la autdlisis. En general, las imagenes de
AFM han revelado alteraciones de la superficie celular que aumentan a medida que las levaduras
tienen mas tiempo de envejecimiento. La superficie posiblemente se vuelve mas rugosa entre los
meses 9 y 48 debido también a la lenta autdlisis descrita previamente en el estudio de Martinez-
Rodriguez et al. (2001). También puede ser debido a una continuada accién del etanol que altera la
superficie de la pared celular, lo que ha sido demostrado en células vivas por Canetta et al. (2006). En
ese estudio previo, al cabo de 1 hora de exposicidn a etanol al 10 % (v/v), la forma de la levadura se
volvié irregular y se produjo un encogimiento celular. Cuando las levaduras fueron expuestas a un
30% (v/v) de etanol durante 1 h, la rugosidad de la superficie de la célula aumenté muy rapidamente,

mientras que el volumen celular se redujo drasticamente.

1 5pum

Figura 4.6. Imagenes 3D de AFM (7x 7 um°) de (A) levaduras del pie de cuba (B) levaduras de 5 meses de
crianza, (C, D) levaduras de 9 meses de crianza (E, F) levaduras de 48 meses de crianza.

El médulo de Young es un pardmetro mecanico utilizado ampliamente para estudiar las propiedades
eldsticas de los materiales. En nuestro caso se utilizd para calcular los cambios de elasticidad de la

pared celular a lo largo de la crianza, como se describe en el capitulo de metodologia y plan de

99



Resultados y discusién

trabajo (apartado 3.1.2.3). Las curvas de fuerza fueron procesadas de forma individual por medio del
modelo de Hertz y los resultados derivados del mdédulo de Young (E) estan representados en dos

histogramas (Figura 4.7b).
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Figura 4.7: Imagen topografica obtenida mediante AFM de una célula de levadura (a). En la parte marcada con
un recuadro fue donde se realizaron las medidas. En la parte (b) de la figura, el histograma superior representa
las medidas del Mddulo de Young de las levaduras de 9 meses (n=7) y el histograma inferior son las medidas de
las levaduras de 48 meses de crianza (n=8).

El promedio obtenido del mdédulo de Young fue de 75.6 + 42.6 MPa (>3.500 mediciones) para las
levaduras de 9 meses y 65.3 + 23.1 MPa para las levaduras de 48 meses (>4.000 medidas). Aun
siendo las dos distribuciones bastante heterogéneas, en el histograma de 9 meses existen valores
mas altos de elasticidad que en el histograma de las levaduras de 48 meses. Las dos poblaciones
presentan diferencias estadisticamente significativas (p<0.05). La pared celular de las células de 9
meses es mas rigida que las de las levaduras de 48 meses: los materiales con un médulo de
elasticidad mas alto son mas rigidos y no se deforman tan facilmente, en comparacién con materiales

con un moédulo de elasticidad menor.

También se observan algunas lias que parecen estar unidas entre si (Figura 4.8). Una posible
explicacion a estas uniones entre células es que se active una respuesta celular cuando los nutrientes
son limitados, pero aun no estén completamente agotados durante la fase estacionaria de la
fermentacién (Bauer y Pretorius, 2000); las células podrian haber quedado unidas como una

respuesta fisiolégica que permitiera la blsqueda de nutrientes o también como respuesta a un
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medio ambiente estresante (Zaragoza y Gancedo, 2000). Estas uniones se conservan a lo largo del

envejecimiento y, segln nuestro conocimiento es la primera vez que se visualizan por AFM.
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Figura 4.8: En la parte superior de la figura se muestran las imagenes topograficas obtenidas mediante AFM de
las levaduras y sus uniones (flecha amarilla): a) y b) levadura de 9 meses; c) levadura de 48 meses. En la parte
inferior se representa un histograma con las medidas del Médulo de Young realizadas en las uniones de las
levaduras.

El promedio obtenido del médulo de Young en las uniones entre levaduras ha sido de 105.3+47.4
(>2.000 mediciones) MPa para las células de 9 meses (n=4) y 44.1+24.9 MPa (>2.000 medidas) para

las lias de 48 meses (n=4) (Figura 4.8, parte inferior).

Los estudios realizados de AFM en levaduras obtienen valores alrededor de 0,2 a 1,6 MPa (Bui et al,,
2008; Dague et al., 2010; Lanero et al., 2006; Pelling et al., 2004; Touhami et al., 2003), mientras que
los estudios de micromanipulacion obtienen valores de alrededor de 100 -200 MPa (Chaudhari et al.,
2012; Smith et al., 2000a, b; Stenson et al., 2009, 2011). Para dar cabida a ambos resultados (de AFM
y de micromanipulacién,) en 2013 se desarrolld un modelo de doble capa, teniendo en cuenta la

composicion bioquimica de la pared celular de la levadura en la que la capa externa es suave y
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compuesta de manoproteinas, y la capa interior es rigida y en su mayoria fibras B 1,3- de quitina y
glucano (Mercadé-Prieto et al.,, 2013). Este modelo sugiere que los experimentos de AFM con
penetradores afilados proporcionan estimaciones razonables del médulo elastico de la capa externa
solamente, mientras que los datos micromanipulacién proporcionan informacién de la rigidez total
de la pared. En nuestro estudio se ha utilizado la medida de elasticidad y la topografia como método
de comparacion entre lias de diferente tiempo de envejecimiento y nuestros resultados son mas
acordes con los obtenidos por micromanipulacidon. Sin embargo, se ha de tener en cuenta que
nuestra metodologia trata la levadura como un material (lias) y no como un ser vivo. Si que seria
interesante para estudios futuros utilizar el modelo de doble capa (Mercadé-Prieto et al., 2013) para
poder cuantificar los cambios previos que se deben producir en las levaduras, debido al estrés

generalizado que sufre desde el inicio de la segunda fermentacién hasta su muerte.

En términos generales, los resultados de la elasticidad muestran que las levaduras de 9 meses son
mas heterogéneas debido probablemente a que la autdlisis no actua por igual en todas las células,
aunque en el mes 48 las mediciones se homogenizan. Esto podria confirmar la degradacién de la
pared celular observada mediante TEM. La pared celular se vuelve menos rigida, ya que, mientras
que el grosor de la pared celular depende principalmente de su composicion, la elasticidad es
dependiente en gran medida de su arquitectura molecular y, mas concretamente, de las
reticulaciones entre la quitina y los B-glucanos (Dague, 2010). La disminucidn de la rigidez con el
tiempo también se ha observado en las uniones entre las células, que se han visualizado por primera
vez en lias de cava mediante AFM. Estas uniones al tener mads quitina serian mas duras, pero luego se
volverian mas blandas por la degradacién del material, a medida que progresa la autélisis. Podemos
concluir que, aunque durante la crianza no se rompe la pared, la arquitectura molecular se ve
modificada debido a la autdlisis, probablemente por la pérdida de glucanos y quitina y/o a la rotura

de los enlaces cruzados entre la quitina y los glucanos.
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4.2 Evolucidn de los catabolitos de ARN en el cava durante la crianza bioldgica

En este apartado se presentan los resultados del estudio sobre la evolucién del contenido de
catabolitos de ARN, en diferentes muestras de cava a lo largo de su crianza. Los resultados estan

publicados en Journal of Agricultural and Food Chemistry (2013).

4.2.1 Resumen

Tudela, R., Riu-Aumatell, M., Castellari, M., Buxaderas, S., Ldpez-Tamames, E., 2013. Changes in RNA
catabolites of Sparkling Wines during the biological aging. Journal of Agricultural and Food Chemistry

61, 6028-6035.

El objetivo de este estudio fue evaluar los contenidos de siete catabolitos derivados de la
degradacion del ARN (guanosina, adenosina, inosina, uridina, xantina, hipoxantina y acido urico) en el
cava, y proporcionar un enfoque bioquimico que pueda esclarecer el proceso real de envejecimiento,
de acuerdo con la degradacién celular de las levaduras evaluadas previamente mediante microscopia
electrdnica de transmision (TEM). Para determinar los cambios en la concentracion de estos siete
nucledsidos y purinas se elaboraron tres series de cava a escala industrial, y se envejecieron durante
4 afos en botellas con lias. Por otra parte, para establecer si estos catabolitos provenian de la
autdlisis de las lias o de otro mecanismo, también se cuantificaron en dos series de los mismos vinos
espumosos, pero una vez realizado el deglielle a los 9 meses y, por tanto, almacenados sin contacto

con las lias y conservados en las mismas condiciones, es decir, en bodega a 162C.

Para evaluar el contenido en cava de los catabolitos se utilizd el método UHPLC-MS / MS. La uridina
es el nucledsido mayoritario y aumenta su contenido a lo largo del envejecimiento cuando las lias
estdn en contacto con el cava. Sin embargo, las purinas parecen tener un origen fermentativo, siendo
la xantina la mas abundante. Cuando se eliminan las lias con el degiielle y se hace un seguimiento a
lo largo del almacenamiento los niveles de los catabolitos en el cava permanecen sin cambios. Por lo
tanto, el contenido de los nucledsidos estaria asociado con la degradacidn celular, lo que implica que
los enzimas hidroliticos intracelulares actuarian para liberar compuestos citoplasmaticos y celulares
al cava a lo largo de toda la crianza. En este sentido, el envejecimiento en contacto con las lias se ha

revelado como muy significativo para el vino espumoso: el contenido en uridina aumenta
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progresivamente durante la segunda fermentacidn y crianza, y podria ser utilizado como marcador
de la progresiéon de la autdlisis. Las purinas aparecen como catabolitos fermentativos, que derivan de

nucledsidos o la degradacidn de ATP pero no parecen relacionados con la degradacidn celular.

Aportaciones mas relevantes

e La uridina es el nucledsido principal en el cava y su contenido aumenta significativamente a
lo largo del envejecimiento. Este producto de degradacidon podria ser liberado al vino
espumoso gracias a la degradacién de la pared celular, y las roturas de la membrana

plasmatica que se producen durante la autélisis de la levadura.

e La xantina parece ser la purina mas abundante y probablemente el origen de estos

catabolitos sea fermentativo.

e Cuando se eliminan las lias, las cantidades de los catabolitos no aumentan con el tiempo.
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ABSTRACT: In this study the catabolites derived from RNA degradation were assessed in Cava sparkling wines as a
consequence of lees autolysis. For this purpose, the changes in the content of adenosine, guanosine, inosine, uridine,
hypoxanthine, xanthine, and uric acid were determined by UHPLC-MS/MS, in sparkling wines produced on industrial scale, and
aged for 4 years. Uridine is the main nucleoside, and its content increases whenever lees cells are present (sur lie aging). Purines
seem to have a fermentative origin, with xanthine the most abundant one. When RNA catabolite amounts in sparkling wines aged
with or without lees are compared over time, it can be concluded that lees and their cell degradation play an important role in the
evolution of Cava; when lees are removed, RNA catabolite amounts remain unchanged.

KEYWORDS: purines, uridine, nucleosides, autolysis, sparkling wine

B INTRODUCTION

The distinctive character of Cava (quality sparkling wine) is
determined by the second fermentation and aging of the wine
with yeast." Once the second fermentation is complete, cell
viability decreases by more than 90%,” autolysis starts, and
biological aging takes place for a minimum of 9 months.®> The
contact between wine and lees, involving the reduction or
increase of some components in wine, improves quality.
Therefore, there is great interest among sparkling wine
producers to know all the biochemical details of this biological
aging. The elaboration of high-quality sparkling wines is a very
long process, usually lasting between 18 and up to 30 months,
and producers need information to control or monitor the
procedure and justify the long aging and increased cost. The
implications of the process called autolysis for sparkling wine
have been cited previously.*”® During aging sur lie, some
intracellular components are released from yeast cells, such as
nitrogen compounds, peptides, polysaccharides, lipids, and
nucleotides, which modify wine composition and final quality.”
However, nucleic acids and their degradation products are
among the least studied topics in sparkling wines. RNA and
DNA make up 5-15% and 0.1-1.5% of cell dry yeast,
respectively.® RNA, the main content of nucleic acids of yeast
cells (95%), is degraded more rapidly than DNA.'® Zhao and
Fleet'"'* concluded that up to $5% of total cell DNA and up to
95% of cell RNA were degraded during induced autolysis at
30—60 °C (pH 7.0), and at 40 °C (pH 4.0—7.0) for 10—14
days. Those authors suggested that RNA degradation is a key
reaction of yeast autolysis. However, when autolysis was
induced at 30 °C and pH 3 in hydroalcoholic buffer (ethanol
11.5%, v/v), only ribonucleotides were detected in yeast
autolysate, as in up to 9 year-old Champagne. The absence of
deoxyribonucleotides could be explained by a slower
degradation of DNA, producing mainly oligonucleotides."
The concentration of nucleotides found in Champagne is very

-4 ACS Publications  © 2013 American Chemical Society
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low, reaching a maximum of ~3 mg L™" for 9 years of aging."?
However, in sparkling wine, the subsequent degradation of
these nucleotides into nucleosides and purine bases has not yet
been investigated in real oenological conditions mainly due to
the reasons associated with analytical procedures. Recently, the
development of soft ionization techniques such as electrospray
ionization (ESI)'® and MS/MS methods'*"® facilitates the
detection of these compounds in food. The ultrastructure of
cell yeast is also clarified by the development of microscopic
techniques, such as transmission electron microscopy (TEM).'®
The availability of these new analytical techniques permits the
measurement of catabolic products that could be related to
their autolytic status.

The aim of the study was to assess the level of seven RNA
catabolites (guanosine, adenosine, inosine, uridine, xanthine,
hypoxanthine, and uric acid) that can be found in Cava wines
and to provide a better biochemical approach to understanding
the real aging process, according to the yeast cell degradation
evaluated by transmission electron microscopy (TEM). For this
purpose an UHPLC—MS/MS method was used to determine
changes in the concentration of seven target nucleosides and
purines in three series of Cava sparkling wines produced on an
industrial scale, and aged for 4 years in bottles with lees.
Furthermore, to establish whether these target nucleosides and
purines come from lees or from another biochemical
mechanism, their level was also evaluated in two series of the
same sparkling wines aged without lees contact.
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Figure 1. MRM profile corresponding to the quantifier transition of adenosine, guanosine, inosine, uridine, hypoxanthine, xanthine, and uric acid

found in a Cava sample.

B MATERIALS AND METHODS

Samples. Three Cava sparkling wine series (series A, B, and C)
from three different blends were made following the traditional
method on an industrial scale at the Freixenet S.A. winery. The three
base wines were bottled after the addition of the same “liqueur de
tirage”. This liqueur was composed of 1-2 X 10° yeast cells mL™"
(yeast starter), 500 g L™ of sucrose, and 0.04 g L™' of calcium
bentonite. As approximately 40—42 mL of “liqueur de tirage”/750 mL
bottle was added, each bottle received between 22 and 24 g of sucrose
for the second fermentation.'” The S. cerevisiae F11 strain belongs to
the private collection of Freixenet S.A. winery. Each Cava series was
stacked in two cages of S00 bottles of 750 mL and stored (16 °C) in
the cellar for 48 months during the second fermentation “prise de
mousse” and aging in contact with lees. Two bottles of each series were
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taken at different aging times. These sampling points were selected
according to representative aging periods: 0 months (base wine added
of “liqueur de tirage”), 1 month (second fermentation), 3 months (end
second fermentation), 6 months (aging), 9 and 13 months (Cava), 17
and 21 months (Reserva), 30, 39, and 48 months (Gran Reserva).

In addition, S00 bottles of Cava (one cage of each series A and B)
were disgorged to remove the lees at 9 months of biological aging. The
brut expedition liqueur (sucrose, wine, and sulfite) was added
automatically to produce commercial sparkling wines. These two
series of Cava without lees (named Ac and Bc) were stored together
with A, B, and C cages. Subsequently, they are under the same cellar
conditions at 16 °C for four years. At 13, 17, 21, 39, and 48 months of
aging, coinciding with the sampling time for series A and B, two bottles
were collected for series Ac and Bc.
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Figure 2. Catabolic pathways of nucleosides and purines in sparkling wines according to yeast cell degradation observed by TEM. CW = cell wall; C

= cytoplasm.

In order to remove the lees and to degas the product, the contents
of bottles from series A, B and C were centrifuged at 4 °C for 15 min
at 1410g (Rotina48CR, Tuttlingen, Germany). The supernatant was
then placed in a 250 mL amber flask. Aseptic conditions were
maintained throughout the experiment. The samples from series Ac
and Bc were also degassed by magnetic stirred under sterile conditions
in the laminar flow hood.

All samples were then stored at —20 °C until analysis.

Chemical Standards and Reagents. Adenosine, guanosine,
inosine, hypoxanthine, xanthine, uric acid, hydrochloric acid, and
ammonium hydroxide ACS were supplied by Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO).Uridine and formic acid mass spectrometry grade were from
Fluka (Buchs, Switzerland). Deuterated xanthine [1,3-*N2] used as an
internal standard with isotopic purity greater than 98%, was purchased
from Cambridge Isotope Laboratories (Andover, MA). Acetonitrile
LC-MS grade was from Riedel-de Haén (Seelze, Germany), while
ultrapure water was obtained by a Milli-Q system (Millipore, Milford,
MA). Single-standard stock solutions were prepared weekly by
dissolving known amounts of pure standards in 2 mM ammonium
hydroxide and then storing at 4 °C until analysis. Internal standard
solution (LS.) was prepared weekly by dissolving known amounts of
1,3-"N,xanthine in 2 mM ammonium hydroxide, diluting with water
to reach a final concentration of 20 ug mL™", and then storing at 4 °C.

UPLC—MS/MS analyses. Analyses were carried out following a
previously published method'* with an Acquity Ultra-Performance
liquid chromatography system (UPLC) (Waters, Milford, MA),
equipped with a binary pump system, a photodiode array detector
(DAD), a ZSpray electrospray (ESI) as a source of ionization, and a
triple-quadrupole mass spectrometer (TQD). Chromatographic
separation was achieved with a BEH Cg Shield column (150 mm X

6031
112

1.0 mm id) with 1.7 ym particle size (Waters, Milford, MA), kept at 40
°C. An isocratic elution was carried out with acetonitrile (ACN)/
water/formic acid (5:94.9:0.1, v/v/v) with a flow rate of 0.140 mL
min~". Sample vials and the injector were maintained at 4 °C; the
injected volume was 2 uL. Electrospray was operated for all analytes in
negative (ESI”) mode, except for adenosine which was performed in
positive (ESI*) mode."* Data acquisition and integration were
controlled by MassLynx software (version 4.0). Cava samples (500
uL) were added with 450 uL of formic acid 0.1% in water, and SO uL
of [1,3-"N,] xanthine solution (is. = 20 mg L™"), then filtered with
PTFE membrane filter (0.22 ym porosity), and injected. Standard
addition calibration curves were created by spiking two Cava samples
with seven spiking levels for each compound. Calibration curves were
made by plotting the peak area ratio of each compound to the internal
standard against the concentration ratio of the compounds to the
internal standard, taking into account the initial concentrations in real
samples. The limit of detection (LOD) was calculated on the basis of
the calibration curve response for each kind of matrix at S/N = 3.
Intraday repeatability was determined by analyzing two samples in
triplicate each day.

Transmission Electron Microscopy (TEM) of Wine Lees. The
lees of three bottles were prepared at each sampling point by
centrifugation (previously described in Samples section), and the
pellet was washed three times with 30 mL of NaCl 0.9% (Panreac
Barcelona, Spain) according to Leroy et al.'®

Lees pellets were selected under a stereomicroscope, transferred to
1.5 mm diameter and 200 ym deep planchettes, and immediately
cryoimmobilized, using a Leica EMPact high-pressure freezer (Leica,
Vienna, Austria), and then stored in liquid nitrogen until further use.”
After rapid freezing, specimens were freeze-substituted in anhydrous
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Figure 3. Uridine release in sparkling wine (Cava series A, B, and C) during aging sur lie.

acetone containing 2% osmium tetroxide and 0.1% uranyl acetate at
—90 °C for 3 days. They were gradually warmed to room temperature
at a temperature progression rate of S °C h.

After several acetone rinses, the samples were embedded in Epon
resin. The Epon was then polymerized for 48 h at 60 °C.*° Ultrathin
sections were cut with a Leica Ultracut UCT ultra-microtome,
mounted on Formvar-coated copper grids and poststained with 2%
uranyl acetate in water and lead citrate.”" The ultrathin sections were
observed with a Tecnai Spirit electron microscope (FEI Co, Hillsboro,
OR) at an accelerating voltage of 120 kV. On average, 10 overview and
approximately 55—65 detailed electron micrographs for each sample
point were taken.

Statistical Analysis. Statgraphics Plus 5.1 was used to carry out
the statistical data analysis. Results were analyzed by simple and
multifactorial ANOVA (p < 0.05). Relationships between catabolite
content and aging time were also examined.

B RESULTS AND DISCUSSION

The concentration of 4 nucleosides (guanosine, adenosine,
uridine, and inosine) and 3 purine bases (hypoxanthine,
xanthine, and uric acid) in the three different series (A, B,
and C) of sparkling wine during their manufacturing process
(“méthode champenoise”) is shown in Table 1. The sampling
points of this table were according to Cava categories: base
wine (0 month), second fermentation (1 month), end of
second fermentation, as indicated by Freixenet S.A data (3
months), post fermentative aging (6 months), “Cava” (9 and 13
months), “Reserva” (17 and 21 months), and “Gran Reserva”
(30, 39, and 48 months).

In Figure 1 is reported the MRM profile corresponding to
the quantifier transition of nucleosides and purine bases of
Cava. Inosine was not detected in any sample analyzed of base
wine or sparkling wine (Figure 1). This might be because
inosine was below its detection limit (39 ug L'). However,
another possibility is the enzymatic activity of purine-nucleo-
side phosphorylase (EC 2.4.2.1.) which catalyzes the direct
transformation of inosine into hypoxanthine,22 or from
adenosine (Figure 2) by an intermediate step to adenine (EC
24.2.1.) and then throught adenine deamination (adenine
deaminase EC 3.5.4.2.) to hypoxanthine (Figure 2 in
discontinuous arrow).23

In base wine (Table 1, 0 months), uridine is the only
nucleoside detected, whereas purines were detected in all series.
Hypoxanthine shows values in the base wine lower than uric
acid, whereas it remains in series A and C below the limit of
quantification (44 ug L™").

In sparkling wine, all nucleosides (except the inosine
mentioned above) and purines were quantified.
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Levels of Nucleosides in Cava Wine During “sur Lie”
Aging. Uridine was the main nucleoside, higher than
adenosine and guanosine amounts (Table 1). The greater
presence of uridine in the current study contradicts the
previous research into model wines by Charpentier et al."> and
Guilloux-Benatier and Chassagne.” These authors found that
adenosine was the main nucleoside, followed by uridine and
guanosine, when induced autolysis is performed. Nevertheless,
our results are in accordance with the findings of Zhao et al,'?
where, under several pH and temperature conditions of
induced autolysis, uridine is the most abundant ribonucleosides,
followed by adenosine. In our study, the autolysis took place in
real enological conditions, with low pH at 2.9—3.0, relative low
temperatures (16 °C), and high CO, pressure (>6 atm) for 4
years. Induced autolysis in the various previous studies probably
did not reproduce the autolytic lees process that occurs in the
bottle under real conditions. Thus, in the current study (Figure
3 and Table 1), it seems that the progressive formation of
uridine, in contrast to the other nucleosides, was promoted.
Yeasts are rich in enzymes that could hydrolyze nucleic acids,
all of which could be involved in the autolytic degradation of
RNA in nucleotides, nucleosides, and nucleobases.'” Nucleo-
tidases act on nucleotides to release phosphate and nucleoside,
while nucleosidases act on nucleosides to release nucleobases.
In real enological conditions nucleotidases may be active at
these temperatures and pH, while nucleosidases appear not to
be very active. The three nucleosides determined (uridine,
adenosine, and guanosine) may result from the degradation of
nucleotides that occurs inside cells due to the enzymatic
activity. However, to verify this point, a detailed study to find
how nucleic acids are degraded (poly- oligo- or mononucleo-
tides) over time inside the lees is needed.

During aging, uridine increased its content, and a relationship
was established between uridine content and aging time
(R* > 08) (Figure 3). The maximum concentration was
found in the last months of aging reaching 28.4 mg L' and 18.1
mg L' at month 48 for series A and B, respectively, and C 22.2
mg L' at month 39 for series C (Table 1). No uridine kinetic
differences between the three series were found. The uridine
increment, according to the quality categories of Cava (Cava,
Cava Reserva, and Gran Reserva), accounted for nearly 12% in
each category. Uridine is used as a parameter to monitor
freshness in other foodstuffs.”* Our results suggest that uridine
in sparkling wine could be used as a marker to monitor long-
term aging.
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Table 2. Evolution of Catabolites Content (mg/L) of Cava Wine During Aging without Lees

series 17 months 21 months 21 months 30 months 48 months

Adenosine

Ac <0.01a" <0.01a <0.01a <0.01a <0.01a

Bc <0.02a" <0.02a <0.02a <0.02a <0.02a
Guanosine

Ac <0.06a” <0.06a <0.06a <0.06a <0.06a

Bc <0.06a <0.06a <0.06a <0.06a <0.06a

Uridine
Ac 22.06a + 0.60 22.17a + 0.60 22.66a + 0.61 23.20a + 0.63 23.28a + 0.63
Bc 14.12a + 0.38 14.07a + 0.38 14.95b + 0.40 15.20b + 0.41 14.95b + 0.40
Hipoxanthine

Ac <0.44° <0.44 <0.44 <0.44 <0.44

Bc 1.01a + 0.09 1.03a + 0.10 1.12a + 0.10 1.03a + 0.10 1.17a + 0.10
Xanthine

Ac 10.30a + 0.33 10.00a + 0.32 10.02a + 0.32 9.74a + 0.31 9.80a + 0.31

Bc 10.54ab + 0.34 10.16a + 0.33 11.65¢ + 0.37 11.33c + 0.36 11.05bc + 0.35
Uric Acid

Ac 0.62a + 0.06 0.82b + 0.08 0.71ab + 0.07 0.70ab + 0.07 0.77ab + 0.08

Be 0.74a + 0.07 0.68a + 0.07 0.81a + 0.08 0.76a + 0.08 0.83a + 0.08

“<LOD. Y<LOQ. Different letters indicate statistically differences by ANOVA.

Adenosine and guanosine behaved differently (Table 1).
These nucleosides were not detected in base wine and did not
appear while fermentation takes place (3 months). Adenosine
concentration behaved in a similar way in the three series: it
was found six months after bottling, once aging started. Its
highest concentration was detected between 9 and 21 months
(Cava and Reserva) while in long-aging Cava (Gran Reserva)
this nucleoside seemed to continue its degradation (Figure 2).
Guanosine showed a similar trend (Table 1).

The release of nucleotides and nucleosides during yeast
autolysis could act as flavoring agents."> Exploration of the
nucleoside profiles and their impact in Cava quality should be
studied from the standpoint of flavor enhancers.

Quantification of Purines in Cava Wine During Aging
“sur Lie”. Purines have been studied in other foodstuffs as a
flavor enhancer,* and they may also contribute to flavor in the
evolution of Cava during aging and storage. Xanthine,
hypoxanthine, and uric acid were detected in all base wines
(Table 1). Xanthine is the main purine quantified in wine and
sparkling wine. These purines increase their content until the
end of second fermentation. The average of the percent
increases (calculated at 3 months with respect to 0 months of
the 3 series) corresponds at 11% of xanthine, 36% of uric acid,
and more than double of hypoxanthine, and their concentration
remains constant in sparkling wines even within the quality
categories (Cava, Reserva, and Gran Reserva). These purines
appear already in base wines, probably from the first
fermentation, and do not appear to alter significantly during
sur lie aging. Xanthine is a product on the pathway of purine
degradation (Figure 2). It is created from guanine by guanine
deaminase (EC 3.5.4.3.);*° a previous step to guanine was
needed by a purine-nucleoside phosphorylase (EC 2.4.2.1).**
Xanthine comes from hypoxanthine too (hypoxanthine is a
spontaneous deamination product of adenine)®” by a xanthine
dehydrogenase (EC 1.17.1.4.)** or by a xanthine oxidase (EC
1.17.3.2.).% Another possible pathway comes from xanthosine
by the purine-nucleoside phosphorylase (EC 2.4.2.1.).*
However, as seen in Figure 2, xanthine could be transformed
to uric acid by the enzyme action of the xanthine dehydrogen-
ase (EC 1.17.1.4.)* or by the xanthine oxidase (EC 1.17.32.)%
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mentioned above. However, Pantazopoulou and Diallinas®®
indicate that Saccharomyces cerevisiae lacks all the enzymes
necessary for purine oxidation.

Another possible origin of sparkling wine purines could be
from ATP degradation as described in the muscle tissue of
seafood.”” The post mortem sequence could be represented by
the following cascade of decomposition: ATP — ADP — AMP
— IMP — inosine — hypoxanthine — xanthine.

Quantification of Catabolites During Aging without
Lees. To establish the role of lees in these wine catabolites, the
lees of cava series (A and B) were removed at 9 months by
means of the disgorging, and the corresponding sparkling wines
(Ac and Bc series) were obtained and stored in the same cellar
conditions. This procedure was performed in order to compare
the catabolite contents between the wines in contact with lees
and those without lees. The catabolites could be produced
inside the cell and then be released from the lees to wine
through the cell wall. The alternative would be the release of
precursors (nucleotides) and enzymes to wine, and then the
enzyme reactions produced these nucleosides and purines in
the wine medium.

Table 2 shows the concentration of catabolites determined in
sparkling wine aged without lees from month 13 to month 48.
Adenosine and guanosine were not detected in either Ac series
or Bc series.

Uridine, xanthine, hypoxanthine, and uric acid did not
significantly increase their content during aging without lees.
These results indicate that the presence of these nucleosides
and purines was related to lees autolysis and not to chemical or
enzymatic changes in the wine. The nucleosides detected in the
present study derived mostly from RNA, which may remain the
only source in the case of uridine, with rRNA being the most
abundant of the different kinds of RNA.* Along these lines,
Tudela et al.'® described that cytoplasm content was already
degraded at 9 months and ribosomes were present in the
periplasmic space of lees. The determined breakdown products
could be released into the extracellular environment (sparkling
wine) by the degradation of the cell wall and the breakages of
plasma membrane that occur during yeast autolysis. Figure 2
shows three TEM images for three cell states: cell fermentation
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(1 month) and lees at 12 months and at 48 months. The
microfibrous material of the cell wall (CW) appeared more
diffuse, the amorphous midzone of the inner wall layer is
degraded, and from the ninth month onward the cells were
plasmolyzed. During sur lie aging, the lees at different stages
suffer cytoplasmic degradation accompanied by extensive loss
and disorganization of the intracellular organelles (C).

In conclusion, only some RNA catabolites increase in
sparkling wine during sur lie aging. When lees are removed
these catabolite levels remain unchanged in wine medium.
Thus, nucleoside content could be associated with cell
degradation, which involves intracellular hydrolytic enzymes
that act to release cytoplasmic and cellular compounds into the
wine. In this sense, the aging in contact with lees has been
revealed to be highly significant for sparkling wine: uridine
amounts increase progressively during second fermentation and
aging, and it could be used as autolysis marker. Purines appear
as fermentative catabolites, which derived from nucleosides or
ATP degradation. Further studies about the role played by
nucleotides, or RNA, or DNA fragments in autolysis are
needed.
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Resultados y discusién

4.3 Evolucidn de indoles en el cava durante la crianza biolégica

En este apartado se presentan los resultados del contenido y evolucidn en el cava de la melatonina 'y
sus isomeros, y de otros indoles relacionados con su metabolismo. Es un tema reciente, cuya
informacién disponible aun resulta poco esclarecedora. Posiblemente el problema radica en la
variedad y sofisticacion de los métodos utilizados en la determinacion de la melatonina y/o sus

isdbmeros.

La inclusién de los indoles como posibles indicadores del estado autolitico de las levaduras o del
tiempo de crianza del cava, reside en los estudios de aquellos autores que defienden un origen ligado
mayoritariamente a la actividad metabdlica de la levadura. Teniendo en cuenta que el cava es un
vino resultante de dos fermentaciones alcohdlicas, se le puede suponer que esté especialmente
enriquecido en melatonina, sus isémeros y metabolitos de su biosintesis, como resultado de las

condiciones de estrés de las levaduras.
4.3.1 Origen y funcién de la melatonina y sus isémeros

La estructura quimica de la melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) fue identificada por primera vez
en la glandula pineal de res por Lerner et al. (1958). Dado que la melatonina se descubrio
inicialmente en la glandula pineal de los mamiferos, se creia que se producia exclusivamente en
animales, particularmente en los vertebrados. El posterior hallazgo de la melatonina en organismos
fotosintéticos (Poggeler et al., 1991) impulsé la investigacién de este compuesto en otros taxones.
Hasta ahora, la melatonina se ha detectado en bacterias, protozoos, algas, hongos, invertebrados

(Hardeland y Poeggeler, 2003) y plantas (Arnao y Hernandez-Ruiz, 2015).

La melatonina posee propiedades antiinflamatorias (Mauriz et al., 2013) y reduce el estrés oxidativo
mediante varios mecanismos, incluyendo acciones secuestradoras (scavenger) de radicales libres,
regulaciéon de genes (aumento de la expresién de enzimas antioxidantes, mientras que suprime
enzimas pro oxidantes), y/o la mejora de la homeostasis mitocondrial. La gran mayoria de los
estudios demuestran que la melatonina presenta acciones antioxidantes in vivo. Su efecto
beneficioso y su valor terapéutico parecen prometedores para la salud, el envejecimiento y varias
enfermedades degenerativas, incluyendo céncer, isquemia y trastornos neurodegenerativos (Zhang y

Zhang, 2014).

En los vertebrados, la melatonina (MEL) es sintetizada y secretada por la glandula pineal siguiendo un
patrdn circadiano (Reiter et al., 2011). MEL también se sintetiza en otros tejidos extrapineales, como
la retina (Tosini, 2000; Garbarino-Pico et al., 2004), linfocitos (Carrillo-Vico et al., 2004), células de la

médula ésea y de los huesos (Conti et al., 2000), mastocitos (Maldonado et al., 2010), en el tracto
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gastrointestinal incluyendo el epitelio biliar (Bubenik, 2002; Renzi et al., 2013), etc. Sdélo la
melatonina originada en la glandula pineal y en el tracto intestinal es liberada a la circulacién de la
sangre en cantidades significativas. En el tracto gastrointestinal, las células entero-endocrinas del
intestino generan esta hormona tras la ingestion de comida que contiene triptéfano y luego la
liberan a su torrente sanguineo. En este tejido el nivel de MEL es 400 veces superior al de la glandula
pineal (Bubenik, 2002). Parece que esta indolamida se utiliza como antioxidante local y como
sustancia protectora para el higado (Glaser et al, 2014) y el intestino, contra una variedad de
agentes nocivos, en particular las bacterias y sus toxinas, introducidos en el intestino con cada

comida (Bubenik, 2002; Reiter et al., 2011).

Recientemente ha surgido la hipdtesis, desde un punto de vista evolutivo, que la mitocondria es el
sitio original de la sintesis de la melatonina en las células eucariotas (Tan et al.,, 2013). Tanto
mitocondrias como cloroplastos pueden tener la capacidad de sintetizar melatonina. Se teoriza que
estos dos organulos fueron los sitios iniciales de la biosintesis de la melatonina en la etapa temprana
de la endosimbiosis y su capacidad de biosintesis se ha conservado durante la evolucién.
Probablemente estos organulos celulares requieren melatonina para proporcionar proteccion contra
el estrés oxidativo y preservar sus importantes funciones fisioldgicas. La melatonina puede ser
considerada no sélo como un antioxidante mitocondrial, porque neutraliza directa e indirectamente
los radicales libres, sino que también reduce la generacién de radicales, a través de un fenédmeno
conocido como radical avoidance. Para lograr este efecto, la melatonina acelera el flujo de electrones
a través de la cadena de transporte de electrones y activa levemente el poro de transiciéon de la
permeabilidad mitocondrial. Esto podria explicar por qué la melatonina es mas protectora en las
mitocondrias contra el estrés oxidativo que otros antioxidantes. La produccion de la melatonina
propuesta en mitocondrias y cloroplastos no necesariamente excluye la posibilidad de que otras

orgdanulos celulares también puedan ser capaces de generarla (Tan et al., 2013).

Rutas de sintesis de la melatonina

La ruta biosintética de la melatonina en los vertebrados ha sido ampliamente estudiada y aceptada
(Hardeland, 2010). Basicamente, cuatro enzimas incluyendo triptéfano hidroxilasa (TPH),
descarboxilasa de aminoacidos aromaticos (AAAD), arilalquilamina N-acetiltransferasa (AANAT), y N-
acetilserotonin metiltransferasa (ASMT) (anteriormente llamada hidroxlindol-O-metiltransferasa
(HIOMT)) estan involucrados; sus sucesivas actividades conducen a la formacion de melatonina a
partir de su precursor, el triptéfano, teniendo como compuestos intermediarios el 5-

hidroxitriptéfano, serotonina y N-acetilserotonina (Figura 4.9).
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Sin embargo, existe poca informacién disponible relacionada con la biosintesis de la melatonina en
otros organismos distintos de los vertebrados, con algunas excepciones como la de Saccharomyces
cereviseae. Sprenger et al. (1999) demuestra que la melatonina puede formarse en Saccharomyces a
partir de los precursores de la ruta biosintética de los vertebrados, es decir, a partir de triptéfano y a
través del 5-hidroxitriptdfano, la serotonina y N-acetilserotonina. En su investigacion también
detecta otros dos metoxiindoles que se han asociado frecuentemente con la melatonina en otros
organismos unicelulares (Hardeland y Fuhrberg, 1996; Fuhrberg et al., 1997): la 5-metoxitriptamina y
el 5-metoxitriptofol. Las concentraciones de melatonina y de los otros dos metoxiindoles que se
pueden encontrar en Saccharomyces, superan en varios érdenes de magnitud a los niveles que se
encuentran estos mismos metoxiindoles en la sangre de los vertebrados. En S. cerevisiae, las
condiciones de crecimiento pueden influenciar estos niveles. En este sentido, Sprenger et al. (1999)
demuestra que la produccién de melatonina y 5-metoxitriptamina depende de la disponibilidad que
haya de triptéfano en el medio, pero esto no pasa para el 5-metoxitriptofol, cuya principal via de
formacidn en la levadura permanece sin ser identificada. Por un lado, el 5-metoxitriptofol puede ser
generado a través de la oxidacidon de la 5-metoxytriptamina por el enzima monoamino oxidasa
(MAO) vy la posterior reduccion del aldehido inddlico resultante por el enzima alcohol
deshidrogenasa; alternativamente, el alcohol inddlico también puede formarse a partir de 5-
metoxitriptofano o por O-metilacion del metabolito de la serotonina, 5-hidroxitriptofol (Hardeland et
al., 1993). En los experimentos de Sprenger et al. (1999), la 5-metoxitriptamina se forma 15 minutos
después de que apareciera la melatonina, cuando la levadura crece en un medio de cultivo completo
y también en un medio suplementando con serotonina y N-acetilserotonina (precursores de la
melatoninia). También se detectd en concentraciones muy altas después de la adicion de
melatonina, ya que puede formarse por desacetilacion de la melatonina (Figura 4.9). Sin embargo,
como la melatonina también puede generarse a partir 5-metoxitriptamina, existe una ruta
biosintética alternativa posible: la O-metilacién de la serotonina seguido por N-acetilacién de 5-
metoxitriptamina. A esta conclusién llegaron también con otra eucariota inferior, el dinoflagelado
Gonyaulax Polyedra, en el que la melatonina se forma predominantemente a partir de N-
acetilserotonina, pero también a partir de 5-metoxitriptamina si la serotonina estd disponible en
concentraciones altas, o cuando la actividad de desacetilacion de la arilo acilamidasa es baja

(Hardeland et al., 1993; Hardeland y Fuhrberg, 1996) (Figura 4.9).

En el campo de la investigacion de la melatonina, la aparicion de isémeros de melatonina en la
naturaleza representa un tema emergente. La melatonina y / o sus isdmeros conviven en los
organismos vivos, incluyendo levaduras, bacterias y plantas. Los niveles encontrados de isémeros de

melatonina son significativamente mds altos que los de melatonina en algunas plantas y en varios
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productos fermentados tales como en el vino y el pan (Kocadagl et al., 2014). Actualmente, no hay
articulos que documenten la presencia de isdmeros de melatonina en los vertebrados aunque desde
un punto de vista evolutivo, es poco probable que no existan, por el gran y diverso microbioma
colénico que habita en el intestino y que probablemente intercambie materiales con el huésped. El
origen de la melatonina y sus isomeros se remonta a las bacterias fotosintéticas y otros organismos
unicelulares primitivos. El analisis filogenético basado en el enzima serotonina N-acetiltransferasa
(NAT), enzima limitante de la velocidad de sintesis de la melatonina, indica sus multiples origenes
durante la evolucién. Por lo tanto, es probable que la melatonina y sus isémeros estén también
presentes en el dominio de las arqueas, que puede que utilicen estas moléculas para protegerse
contra ambientes hostiles, incluyendo la temperatura extremadamente alta o baja. La evidencia
indica que la funcién inicial y primaria de la melatonina y sus isémeros seria como primera linea de
defensa contra el estrés oxidativo, mientras que todas las demas funciones fueron adquiridas
durante la evolucion, ya sea por el proceso de adaptaciéon o por la extensidon de su capacidad

antioxidante (Tan et al., 2014).

Todos los isdmeros de melatonina son estructurales y sus grupos funcionales se unen a diferentes
sitios en el nucleo del indol. La estructura de la melatonina tiene dos cadenas laterales distinguibles,
que se afaden al anillo de indol: el grupo metoxi en la posicidon 5 (grupo 5-metoxi) y el grupo N-
acetilaminoetilo en la posicidén 3 (3-N-acetilaminoetilo) (Figura 4.10). En teoria, cualquiera de estas
dos cadenas laterales pueden ser potencialmente reubicadas en cualquiera de las siete posiciones
del anillo indol para formar isémeros de melatonina. Sobre esta base, se podrian formar 42
combinaciones de estas dos cadenas laterales en siete posiciones diferentes. Por lo tanto, pueden
existir 42 isbmeros potenciales de melatonina cuya nomenclatura ya se ha propuesto (Tan et al.,

2012).

Desde el punto de vista de las funciones bioldgicas, los isémeros de melatonina muestran actividad
antioxidante y citoprotectora dependiendo de la posicidon de las dos cadenas laterales en el anillo
indol (Spadoni et al., 2006). Las rutas biosintéticas de los isomeros, en base a la limitada informacion
disponible, parece que difieren de las rutas biosintéticas de la melatonina. Especialmente en aquellos
compuestos en los que la cadena lateral alifatica no estd unida al carbono 3 del anillo, el material de
partida puede que no sea el triptéfano. Ademas, las vias metabdlicas de los isémeros siguen siendo

desconocidas (Tan et al., 2012).
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HN._ _CH,

(Ao M)
CadenaA

o

H3C “"-O

CadenaM \

Figura 4.10: Estructuras quimicas propuestas de los isdmeros de melatonina. Los numeros identifican las
posiciones en el anillo indol y A o M representa la cadena lateral A y cadena lateral M, respectivamente (figura
adaptada de Tan et al., 2012).

4.3.2 Antecedentes bibliograficos en vinos

En animales y humanos, la ingesta de productos alimenticios que contienen melatonina puede
contribuir a aumentar el nivel sérico de este compuesto. Por ello y por las propiedades
anteriormente descritas en el apartado anterior, existe un creciente interés en conocer su posible
aportacién como compuesto bioactivo a la dieta mediterranea y como componente clave de la
misma, el vino. El hallazgo de melatonina en vinos abriria una interesante perspectiva asociada a la
gran cantidad de beneficios para la salud relacionados con el consumo moderado de vino. El
consumo regular y moderado de vino se asocia a menudo con la reduccién de la morbilidad y la
mortalidad de una variedad de enfermedades crénicas en las que la inflamacién es la causa

(Fernandez-Mar et al., 2012).

La primera vez que la melatonina se detecté en uva fue hace alrededor de una década, en el
exocarpio de la baya de diferentes variedades de vid (lriti et al., 2006). Desde entonces, esta
indolamina se ha detectado en otros tejidos de la uva con unos niveles que varian de acuerdo a
factores enddgenos y exdgenos, tales como los rasgos genéticos, las condiciones ambientales y
climaticas y las practicas agricolas (Iriti y Vigentini, 2015) (Tabla 4.1). En vino fue detectada por

primera vez por Mercolini et al. (2008) (Tabla 4.2).
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Tabla 4.1: Contenido de melatonina en uvas (adaptada de Iriti y Vigentini, 2015)

Variedad Melatonina (ng /g) Bibliografia

Nebbiolo, Croatina, Barbera, Sangiovese, 0.005-0.96 Iriti et al., 2006
Marzemino, Cabernet Sauvignon, Merlot,
Cabernet Franc (piel, Italia)

Malbec, Cabernet Sauvignon, Chardonnay 0.6-1.2 Stege et al., 2010

(piel, Argentina)

Merlot (toda la baya, Canad3) 100,000-150,000 Murch et al., 2010
Merlot (piel, Italia) 9.3-17.5 Vitalini et al., 2011a
Merlot (semilla, Italia) 3.5-10 Vitalini et al., 2011a
Merlot (pulpa, Italia) 0.2-3.9 Vitalini et al., 2011a
Malbec (piel, Argentina) 9-159 Boccalandro et al., 2011
Malbec (piel, Argentina) 120-160 Gomezetal., 2012
Albana, Sangiovese (toda la baya, Italia) 1.2,1.5 Mercolini et al., 2012
Malbec (piel, Argentina) 440 Gomez etal., 2013
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Los métodos inicialmente utilizados para la identificacion de la melatonina (MEL) fueron de tipo
radioinmunoensayo, ELISA y HPLC. Sin embargo, ninguno de estos métodos, tenia la capacidad de
identificar isdmeros de melatonina. Aunque varios estudios habian usado la espectrometria de masas
(MS) para detectar melatonina en muestras bioldgicas, estas publicaciones no mencionan la
presencia de isomeros (Tan et al., 2014). La primera publicacidon que hace referencia al origen natural
de los isdmeros de melatonina aparecid en 2011 (Rodriguez-Naranjo et al., 2011a). Rodriguez-
Naranjo et al. (2011a), utilizando HPLC acoplada a espectrometria de masas (HPLC-ESI MS/MS) para
analizar muestras de vino, encontraron que en la supuesta fragmentacién de melatonina (m/z 233)
los fragmentos menores no coincidian totalmente con los encontrados en la MEL (191, 161, y 141 no
se detectaban). Después de un analisis detallado, identificaron estas moléculas como isémeros de
melatonina. Posteriormente, varios articulos han confirmado que los isémeros de melatonina estdn
presentes en el vino (Tabla 4. 2). Diferentes autores mostraron que algunos vinos sélo contienen
melatonina (Mercolini et al., 2008; Stege et al., 2010; Mercolini, et al., 2012; Vitalini et al., 2011b;
Rodriguez-Naranjo et al., 2011b), otros contienen sélo un ismero (Gomez et al., 2012), y en algunos
casos contienen melatonina y hasta tres isomeros (Vitalini et al., 2013; Kocadagl et al., 2014) (Tabla

4.2).

La concentracidn real de la melatonina en el vino es un tema de maxima actualidad. Los valores
alcanzados van desde pg a ng/mL. Las diferentes marcas de vino o diferentes cepas de levadura
pueden explicar sélo en parte estas grandes variaciones en las concentraciones. Es probable, sin
embargo, que esas divergencias en los niveles de melatonina en el vino puedan ser principalmente el
resultado de los diferentes métodos de andlisis. Rodriguez-Naranjo et al. (2011a) calcula los niveles
de melatonina en el mismo vino utilizando tanto el método ELISA como HPLC-MS/MS. Los resultados
mostraron que los niveles de melatonina en el vino medido por HPLC-MS/MS fueron de 1 a 3
drdenes de magnitud superiores a los medidos por ELISA. Adicionalmente, también se ha indicado
gue este mismo vino contenia un posible is6mero de melatonina. Los autores proponen que ELISA no
es un método adecuado para medir el contenido de melatonina en los vinos y que los métodos de
HPLC si serian validos para este propdsito. Sin embargo, HPLC por si sola no podria detectar isomeros
en los vinos sin patrones de referencia. Teniendo en cuenta que el contenido del isémero en algunos
vinos es mucho mas alto que el de melatonina, los niveles estan marcadamente subestimados, ya
gue los ensayos utilizados eran incapaces de reconocer cualquier isomero que pudiera haber estado
presente. Para obtener niveles precisos se requieren métodos avanzados de medicién tales como
HPLC-MS/MS, y patrones de referencia de todos los isémeros. Mdas recientemente se ha
determinado, aplicando la cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a espectrometria de

masas de alta resolucidon (UPLC-HRMS) y realizando la fragmentacion de analitos por HRMS/MS, que
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el isdmero mas abundante de melatonina identificado anteriormente en vino es en realidad el etil

éster del triptéfano (TEE) (Gardana et al., 2014).

En estudios previos ya se habia informado de que los ésteres de aminodacidos contribuyen
significativamente al conjunto de compuestos basicos que se encuentran en los vinos (no se
menciona el etil éster del Trp, el TEE). El intervalo de concentraciones totales de ésteres etilicos de
aminodcidos en vinos oscila entre 3,5 a 14,6 mg/L. En los vinos de jerez, el rango de concentracion
total es aun mayor, 33,1 a 51,7 mg/L (Herraiz y Ough, 1992). Los ésteres etilicos de aminoacidos se
forman durante la fermentacidn alcohdlica por las levaduras. (Heresztyn, 1984; Herraiz y Ough,
1993). La formacidn se presenta principalmente en la segunda mitad de la fermentacién, cuando el
contenido de alcohol en el medio es alto. Al principio de la fermentacién, aquellos aminoacidos
gue son absorbidos bien por las levaduras del medio o son sintetizados, se utilizan rapidamente en la
biosintesis de proteinas. Cuando la concentracién intracelular de etanol es alta, el etanol
puede esterificar los aminoacidos activados previamente para la biosintesis de proteinas. Al final
de la fermentacidn, cuando la levadura permanece en contacto con el vino, aumentan tanto los
aminodacidos como sus ésteres etilicos (Herraiz y Ough, 1993). En estos estudios también se
encontraron algunas diferencias en funcién de las cepas de levaduras utilizadas. Asi, al contrario que
la melatonina, los ésteres de aminoacidos tales como el TEE, derivarian Unicamente de la actividad
de la levadura (Gardana et al., 2014). Teniendo en cuenta las pequefas cantidades presentes en los
alimentos (Gardana et al., 2014) la identidad de esta molécula puede que la haga menos interesante
gue cuando era un supuesto isdmero de melatonina, aunque podria ser mas biodisponible que el Trp
al ser mas liposoluble y pasar barrera hematoencefélica. Un estudio reciente (Vigentini et al., 2015)
se centrd en la posibilidad de que diferentes especies de levaduras tanto Saccharomyces como no
Saccharomyces produjeran derivados del triptéfano (MEL, ismeros y TEE) en condiciones de
laboratorio y en condiciones enoldgicas. Las tres cepas de levadura analizadas fueron capaces de
producir melatonina, isémeros de melatonina y TEE en diferentes medios alcohdlicos a cualquier
concentracién de TRP (medio suplementado con 20 y 100 mg/I de TRP) aunque la concentracién final
excretada al medio fue dependiente de la cepa. Sin embargo, en condiciones enoldgicas las levaduras
fueron incapaces de producir melatonina e isdmeros, pero si TEE, cuya concentracion aumento hasta

el final de la fermentacion, momento a partir del cual los niveles disminuyeron.

Como el cava es un vino espumoso que necesita una segunda fermentacidn para su elaboracion, el
objetivo de este estudio es conocer si debido a esta segunda fermentacidn se detecta alguno de los 9
indoles (Figura 4.9) relacionados con el metabolismo de la melatonina y si es asi, estudiar cdmo

evolucionan éstos a lo largo de la crianza.
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4.3.3 Analisis de indoles en las muestras de cava

El estudio del contenido y evolucién de indoles en el cava comprende la puesta a punto del método
UPLC-MS/MS, sin pre-tratamiento de la muestra para evitar la posibilidad de que aparezcan
artefactos, y la determinaciéon de los pardmetros caracteristicos que avalan su aplicacion: efecto
matriz, limites de deteccidon y cuantificacién, reproducibilidad y sensibilidad (apartado 4.3.3.1).
Posteriormente, el método se ha aplicado a 29 muestras de cavas de las bodegas Freixenet, Segura
Viudas y Castellblanch, cuyo tiempo de crianza con lias se conoce con exactitud y elaborados a partir
de dos categorias de vino base, el que se suele utilizar en cada bodega para los cavas de calidad
estandar vy, el vino base seleccionado para elaborar los cavas de mayor excelencia (Figura 3.4 del
apartado 3.2 y Tabla 4.3). También se han analizado 45 cavas adquiridos en el comercio, cuyo
periodo de crianza bioldgica se deduce de la categoria comercial a la que pertenecen (Figura 3.4 del
apartado 3.2 y Tabla 4.4), pero no se conoce con exactitud el tiempo de crianza bioldgica (los meses
que definen las categorias comerciales son tiempos minimos) ni el tiempo de almacenamiento sin

lias:

e C(Crianza post-fermentativa: de 3 a 6 meses desde el tiraje (espumosos que aun no
son cavas)

e (Cavas jovenes: de 9 hasta 15 meses de crianza

e (Cavas Reserva: de 15 hasta 30 meses de crianza

e (Cavas Gran Reserva: desde 30 hasta 60 meses de crianza

El origen de las muestras es, en este caso, muy variado. Proceden de uvas de diferentes afadas y
también de distintas bodegas, lo cual significa que se han utilizado cultivos de levadura seleccionados
en virtud de la experiencia de la bodega, y se han aplicado operaciones tecnoldgicas diferentes. Si a
pesar de estos factores de variabilidad se observa relacion entre el tiempo de crianza y el contenido
de indoles, se entiende que dicha relacidon aun podrd ser mayor en muestras del mismo cava a lo
largo de la crianza, puesto que se habrian eliminado las variables cepa de levadura, afiada y bodega,
al igual que sucedia con las muestras utilizadas en la determinacion de los nucledtidos durante la

evolucion de su crianza.
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4.3.3.1 Validacién de un método de Ultra Alto Rendimiento mediante Cromatografia Liquida
(UHPLC) tandem espectrometria de masas (MS / MS) para la cuantificacion de nueve indoles en los

vinos espumosos

4.3.3.1.1 Resumen

Tudela, R., Ribas-Agusti, A., Buxaderas, S., Riu-Aumatell, M., Castellari, M., Lopez Tamames, E., 2015.
Ultra High Performance Liquid Chromatography (UHPLC) tandem mass spectrometry (MS/MS)
method for the quantification of nine target indoles in sparkling wines. Pulicacién enviada a Journal

of Agricultural and Food Chemistry.

El objetivo de este estudio fue la puesta a punto de un método analitico basado en la cromatografia
liquida de ultra alta presién (UHPLC) en tdndem con espectrometria de masas (MS/MS). Su desarrollo
permitié la determinacion simultdnea de nueve indoles relacionados con el metabolismo de la
melatonina en vinos espumosos. El método propuesto requiere un tratamiento previo minimo de la
muestra, y los parametros de validacion (precisidn, repetibilidad, LOD y efecto matriz) indican que es
una técnica adecuada para el andlisis rutinario. Se detectaron cuatro indoles a niveles cuantificables
en varias muestras de cava comercial: 5-metoxitriptofol (5MTL), triptéfano (TRP), éster etilico del
triptéfano (TEE) y n-acetilserotonina (NSER); dos de ellos, la NSER y el 5SMTL, han sido descritos por
primera vez en los vinos espumosos. En las mismas muestras, el contenido de melatonina (MEL),
serotonina (SER), 5-hidroxitriptofano (5-OHTRP), acido 5-hidroxindolacético (50HIA) y acido 5-
metoxi-3-indolacético (5MIA) se encontraron por debajo de los limites correspondientes de
deteccion. El método propuesto podria ser un punto de partida prometedor para mas estudios, que

aclararen el efecto de la tecnologia del vino espumoso en la ruta biosintética de la melatonina.

Aportaciones mas relevantes

e Se ha desarrollado y validado un método basado en UHPLC® MS / MS, para la evaluacion
simultanea de 9 indoles implicados en el metabolismo de la melatonina en vinos espumosos.

e El protocolo propuesto no requiere pretratamiento de la muestra, y en aproximadamente 6
minutos se logra la separacion completa de los nueve compuestos diana, por lo que se
considera adecuado para andlisis rutinarios.

e Entre los nueve indoles investigados, cuatro fueron detectados en muestras de cava:

triptofano, éster etilico del triptéfano, N-Acetilserotonina (NSER) y 5-metoxitriptofol (5SMTL).

Se ha detectado por primera vez la presencia de NSER y 5SMTL en vino espumoso.
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Ultra High Performance Liquid Chromatography (UHPLC)-tandem mass
spectrometry (MS/MS) method for the quantification of nine target indoles in
sparkling wines
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Abstract

An Ultra High Performance Liquid Chromatography (UHPLC) tandem mass
spectrometry (MS/MS) method was developed for the simultaneous determination of
nine target indoles in sparkling wines. The proposed method requires a minimal sample
pretreatment, and the validation parameters (accuracy, repeatability, LOD and matrix
effect) indicate that it is suitable for routine analysis.

Four indoles were found at detectable levels in commercial Cava samples, i.e. 5-
methoxytryptophol (5SMTL), tryptophan (TRP), tryptophan ethyl ester (TEE) and n-
acetylserotonin (NSER); two of them, namely NSER and 5MTL, have been described
for the first time in sparkling wines. In the same samples, the content of melatonin
(MEL), Serotonin (SER), 5-hydroxytryptophan (5-OHTRP), 5-hydroxyindole-3-acetic
acid (50HIA) and 5-methoxy-3-indoleacetic acid (5MIA) were below the

corresponding limits of detection.

Keywords: UHPLC-MS/MS, melatonin, sparkling wines, indoles, tryptophan ethyl
ester
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INTRODUCTION

The presence of neurohormone ubiquitous melatonin (MEL) in grapes and wines
generated great interest of the wine industry in recent years."® MEL is considered a
bioactive compound’® with antioxidant activities, which have been related with the
presence of two side chains in the indole ring.** First studies, suggested that MEL was
formed in grapes.®!#*® However, recent findings pointed out that MEL is accumulated
only during the winemaking process, being its presence in wine strictly related with the
activity of the yeast during fermentation."**®* MEL can be formed by Saccharomyces
yeasts from precursors of the common tryptophan (TRP) biosynthetic pathway, via 5-
hydroxytryptophan (50HTRP), serotonin (SER) and n-acetylserotonin (NSER). An
alternative way for MEL formation involves a secondary metabolic pathway of S.
cerevisiae through the O-methylation of the serotonin followed by the N-acetylation of
5-methoxytryptamine.?’ Furthermore 5-methoxytryptophol (5MTL) are produced by

yeasts in association with MEL. *°

Several Authors showed that wines may contain only melatonin,*"#*23

or just one
tentatively identified MEL isomer, or, in few cases, melatonin and up to three possible
MEL isomers.>* More recently tryptophan ethylester (TEE) has been identified as one
of the compounds previously described as the most abundant MEL isomers in red

wine.? These recent findings underline the need for advanced analytical techniques to

elucidate the indole-derived compounds involved in melatonin metabolism.

Determination of MEL and related indoles in wine has been initially carried out by
HPLC with fluorimetric detection (HPLC-F),*” and capillary electro chromatography
(CE) with immobilized carboxylic multi-walled carbon nanotubes.*? However, these

protocols require different sample pretreatments as Microextraction by Packed Sorbent
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(MEPS) or Solid Phase Extraction (SPE) in order to improve MEL detection, even if
they increase the total time for analysis.*>"**%*** More recently hyphenated techniques
as LC-MS/MS, UHPLC-MS/MS or LC coupled to High Resolution Mass Spectrometry
(HRMS) has been used to determine the content of MEL and other related compounds
in wines.®>>?% The advantage of these techniques is a simplified sample preparation,
e.g. dilution or filtration, and the structural information provided by the MS detectors

that support identification.

The production of the Spanish “Cava” sparkling wines follows the classical or
traditional method, which includes a second fermentation of the base wine to obtain the
characteristic foam, bubbles and aroma. At the end of the second fermentation, yeast
cells die and remain in contact with wine for a long time (up to several months). At this

3,24-27 and

stage the intracellular compounds, including TRP, are released in wine,
contribute to the development of the particular flavor and aroma of sparkling wines.

To the best of our knowledge, no study about MEL and its metabolic pathway has been
performed until now in sparkling wine. Sparkling wines undergo two fermentations, so
it might be expected that the assessment of indole-derived compounds metabolic
pathway could be important to clarify the role of yeast and lees autolysis in the

development of the characteristic sparkling wine quality.?>%*%

Therefore, the aim of this study was to develop a suitable UHPLC-MS/MS method, for
the simultaneous identification and quantification of MEL and other eight indole
compounds (Figure 1), involved in the melatonin metabolism pathway in sparkling

wines.

Accuracy, repeatability, sensitivity and matrix effect of the method were assessed, and

the levels of L-tryptophan (TRP), 5-hydroxy-L-tryptophan (5-OHTRP), serotonin
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(SER), n-acetylserotonin (NSER), melatonin (MEL), 5-hydroxyindole-3-acetic acid
(50HIA), 5-methoxytryptophol (5MTL), 5-methoxy-3-indoleacetic acid (5MIA) and
tryptophan ethyl ester (TEE) in 18 commercial Spanish sparkling wines (Cava) were

evaluated.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals. L-tryptophan, 5-hydroxy-L-tryptophan, serotonin hydrochloride, n-acetyl-5-
hydroxytryptamine, melatonin, 5-methoxytryptophol, 5-hydroxyindole-3-acetic acid, 5-
methoxy-3-indoleacetic acid, L-tryptophan ethyl ester hydrochloride, L-tryptophan-ds (indole-
ds) (I.S., internal standard) with an isotopic purity more than 97%, hydrochloric acid and
ammonium hydroxide ACS were supplied by Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).

Acetonitrile LC-MS grade was from Riedel-de Haén (Seelze, Germany), methanol,
hexane and acetone HPLC grade were purchased from Merck (Darmstadt, Germany).
Ultra-pure water was obtained by a Milli-Q system (Millipore, Milford, MA).

Single standard stock solutions and internal standard solution were prepared weekly by
dissolving known amounts of pure standards in methanol (1,000 mg/L) and then stored
at 4 °C until analysis in the dark. Spiking standard solutions (20 mg/L) were prepared
weekly by diluting standard stock solutions with methanol.

Samples. A set of commercial Cava sparkling wines (n=18) were purchased in local
supermarkets, coming from several brands, produced at different winery in Cava region
(Catalonia -Spain). Cava was produced following the traditional method in which the
second fermentation it’s followed by an aging time in contact with lees (minimum 9
months) in which the sparkling wine develops the characteristic foam and aroma.?*%"?®

Once opened, samples were degassed by magnetic stirring for 5 min, and then stored in

a 250 mL amber flask at -20 °C until analysis. The entire process was carried out under
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reduced light conditions to prevent degradation of melatonin. Just before analysis, the
samples were filtered with nylon membrane filter (0.2 um).

UPLC-MSMS conditions. Analyses were carried out with an Acquity Ultra-
Performance™ liquid chromatography system (UPLC), equipped with a binary pump
system (Waters, Milford, MA). Detection was carried out by a TQD triple quadrupole
MS detector (Waters, Milford, MA). Chromatographic separation was carried out with a
BEH Cig Shield column (150 x 1.0 mm i.d.) with 1.7 pm particle size (Waters, Milford,
MA), kept at 30 °C. A linear gradient elution was carried out from 95 % mobile phase A
(5: 94.9: 0.1 v/viv ACN: water: formic acid) and 5 % B (95: 4.9: 0.1 v/v/iv ACN: water:
formic acid) to 25 % A in 8 minutes, with a flow rate of 0.125 mL/min. Samples were
maintained at 10 °C and the injected volume was 8 pL.

Electrospray interface (ESI) was operated in the positive mode; the source temperature
was fixed at 130 °C, the capillary voltage was set at +3.0 KV and the desolvation
temperature was set at 350 °C. The cone gas (nitrogen) flow rate was 350 L/h. The gas
used in the collision cell was argon at a flow rate of 0.1 mL/min. A “Multiple Reaction
Monitoring” (MRM) mode was used to quantify the compounds. MS/MS experiments
in “Daughter lons” mode were also performed to study the fragmentation patterns of
specific molecular ions. MRM conditions were optimized with the Autotune Wizard
Software by infusing standard solutions (10 mg/L) of each compound. Two specific
MRM transitions of the deprotonated molecular ions were monitored for each
compound (one quantifier ion and one qualifier ion). Indole compounds were identified
by comparing their retention time and MS/MS transitions with those obtained from pure
standard solutions. Data acquisition and integration were controlled by MassLynx™

software (version 4.0).
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Analytical performances. Standard addition calibration was created by spiking a cava
sample with known amounts of standards at five levels (ranging from 1 to 50 ug/L for
5MTL, NSER, MEL, 50HTRP and TEE; from 5 to 50 pg/L for SMIA and 50HIA;
from 5 to 1000 pg/L for TRP; from 100 to 500 ug/L for SER), and by using tryptophan-
ds as internal standard (I.S.) at a final concentration in the sample at 50 pg/L.
Calibration curves were created by plotting the ratio between the area of the quantitation
transition and the area of the I.S. in the MRM mode vs. the corresponding
concentrations of each target compound.

Limits of detection (LOD) quantification (LOQ) were defined as the lowest
concentrations the assay can differentiate from the background levels with an S/N ratio
>3 and >10, respectively.

Repeatability was assessed by analyzing in triplicate three Cava sparkling wines (which
were spiked with standard solutions for those compounds below the corresponding
LOD).

Accuracy of the analytical assay was determined by analyzing three Cava sparkling
wines spiked with standard solutions and calculating the percent ratio between expected
and calculated concentrations for each compound.

Matrix effects were estimated for each compound by comparing the response in
presence of matrix (spiked samples) with the response of pure compounds at the same

concentration dissolved in mobile phase A.

RESULTS AND DISCUSSION
Table 1 shows the MRM conditions and calibration parameters for the target
compounds. Under our conditions, the best responses were obtained by working in

positive mode for all the nine compounds object of this study. As previously reported by
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other authors,>*?2

the fragment with m/z 174.2 was the more intense for MEL. In the
current study for TRP the first intense transition was 205.1 > 146.6, which was already
described by others authors.?’ However, for Gardana et al.?* the transition fragment
most intense for TRP was 205 >188, probably because the differences between the
experimental setup.

The MRM profiles for a mixture of pure standards of the nine target compounds (plus
the 1.S.), and the profile of a cava sample were shown in Figure 2 and 3, respectively.
Complete separation of all the target compounds was completed within 5.2 minutes,
which, jointly with the minimal sample preparation allows a high sample throughput.

In all the Cava wine samples a relevant peak was found at 2.92 minutes with an [M+H]"
of m/z 232. This peak (Figure 3) fits the retention time and the daughter ions spectra of
the TEE pure standard (Figure 4), while the ratio between ions at m/z 216 and m/z 174 is

in agreement with the results of the recent work of Gardana et al.?

The comparison
between the observed ratios between daughter ions at m/z 216 and m/z 174, for MEL
and TEE (Figure 4), supports the hypothesis that the compound, formerly identified as
one of the main MEL isomer in red wine,® was actually TEE.?

Linearity of the calibration curves could be considered satisfactory in the ranges of
concentrations included in the protocol of analysis (Table 1). The slopes of SER and 5-
OHIA (0.6 and 8.2 respectively) were very low if compared to other compounds, as in
the case of TEE. As a consequence, sensitivity for these two compounds was clearly
lower and the corresponding LOD values were significantly higher than the other ones
(Table 2).

Table 4 showed a summary of previous studies found in literature about the analytical

methods used by the determination of MEL and related compounds.
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In the case of MEL, the LOD of our method was similar than the values reported by
other authors operating with both HPLC-F and LC-MS/MS set-ups (Table 4). The LOD
for TRP was better than those previously obtained by other authors working with
HPLC-F.2%2% | OD of SER was slightly higher than that reported by Mercolini et al.”
with an HPLC-F method, but was comparable to that previously reported in fruit
analysis by HPLC—MS/MS, where the detection limit was 50 pg/L.?

The LODs for the other target compounds were always lower than 1 ug/L (Table 2) and
only in the case of 5OHIA the LOD was approximately 3 times higher than above-
mentioned study of Mercolini et al."* using HPLC-F. LODs for TEE were comparable
to that obtained by Vigentini et al.*

Both repeatability (with values always lower than 10%) and accuracy (Table 2) can be
considered adequate for all the target compounds, taking to account that their levels in
real samples are mainly in the range of few ug/L. Matrix effects were also acceptable,
considering that the samples were injected without any pre-treatment to reduce the
interfering compounds; only in the case of 5SOHTRP the ionization suppression was
higher than 30 %.

Thus the chromatographic performances and the validation parameters confirm that the
analytical method fit-for-purpose the routine analysis requirements (Table 2). To check
the suitability of the proposed protocol, a total of 18 samples of commercial sparkling
wine were analyzed with the proposed method (Table 3). TRP was the compound
detected with the higher concentrations in all the samples. The concentrations of TRP
found in Cava sparkling wines were in accordance with the results of Mattivi et
al.?® obtained by HPLC-F method in Chardonnay wines (62-417 pg/L), but were

somewhat lower than those cited by Hoenicke et al.** in different white wines (Table 4).
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TEE was found in all Cava samples (Table 3); however, the amounts found in the
current study, ranged between 0.1-2.7 ug/L, were lower than those found by Gardana et
al.?? in Syrah wine (84 pg/L).

By our knowledge, no data were previously reported in the literature about the content
of NSER and 5SMTL in wines. The indole NSER, which is the immediate precursor of
MEL according to its biosynthetic pathway,”® was detected in all the Cava samples. The
amount of NSER varied between 0.3 and 2.0 pg/L. Moreover, 5SMTL, another MEL
precursor,?’ was also detected in variable amounts but in only three of the 18 samples
analyzed (LOD-29.2 ug/L) (Table 3).

MEL, SER, 5MIA, 50HIA and 5OHTRP were all under the detectable levels in the
samples analyzed in this study (Table 3 and Figure 3). MEL has been found in different
kind of wines at levels ranging from 0.05 to 423 ug/L being 390.82 ug/L the higher
concentration found in white wines' (Table 4). The absence of detectable level of MEL
in Cava wines could be due to the specific technology used for their preparation, which
includes a second fermentation and a long aging (always higher than one year) which
could contribute to the transformation and fading of the MEL eventually present in the
base wines.

It should also underlined that MEL was actually found at detectable levels only in wines
produced at laboratory scale or analyzed by HPLC-F.**"3¥ On the contrary, the
samples included in our study are commercially available Cava sparkling wines with a
long ageing time (higher than 12 months) which could have influenced the final levels
of MEL (Table 4).

SER was previously found in Albana wine at concentration below the LOD of our
method, while 50HIA, a SER metabolite, was previously found by Mercolini et al.*® at

105 ug/L in white wine. The undetectable levels of these compounds in our samples
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could be related with the different condition for the wine elaboration and/or the

differences in the LOD values between the methods.

In summary, an UHPLC® MS/MS method for the simultaneous assessment of nine
indoles compounds involved in the MEL metabolism in sparkling wines has been
developed and validated. The proposed protocol requires a limited sample pre-
treatment, requires about 6 minutes for the complete separation of the nine target
compounds and is suitable for routine analysis to give a quick overview about the level
of some of the main indole-derived compounds involved in the MEL metabolism
pathway. Among the nine indoles investigated, only four were detected in Cava
samples, namely tryptophan (TRP), tryptophan ethyl ester (TEE), n-acetylserotonin
(NSER), and 5-methoxytryptophol (5MTL). The presence of NSER and 5MTL in
sparkling wine has been demonstrated for the first time. The proposed method could be
a promising starting point for further studies to clarify the effect of sparkling wine

technology on MEL biosynthetic pathway.
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Figure Headings

Figure 1: Structures of analyzed indoles.

Figure 2: MRM profile of indole standards.

Figure 3: MRM profile corresponding to the quantifier transition of a sparkling wine
(1pL injected).

Figure 4: Daughter ions profiles from Collision Induced Dissociation at 15V for MEL

standard (a); TEE standard (b); and peak in Cava sparkling wines at 2.92 min (c).
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4.3.3.2 Contenidos de indoles en muestras de cava con distinta crianza.

Se han analizado un total de 9 indoles, 5-metoxitriptofol (5MTL), triptéfano (Trp), etil éster de
triptofano (TEE), n-acetilserotonina (NSER), melatonina (MEL), serotonina (SER), 5-hidroxitriptofano
(5-OHTRP), acido 5-hidroxindolacético (50HIA) y acido 5-metoxindolacético (5MIA) en diferentes
muestras de cava (Tabla 4.3 y 4.4). El método validado previamente (apartado 4.3.3.1) ha permitido
la determinacidn fiable de los nueve compuestos en un total de 29 muestras de rima (Tabla 4.3), 58
muestras de cavas blancos comerciales (Tabla 4.4) y 5 muestras de cavas rosados comerciales (Tabla

4.6).

En las muestras de cava se han identificado y cuantificado el triptéfano (Trp), etil éster del triptéfano
(TEE), N-acetilserotonina (NSER) y 5-metoxitriptofol (5SMTL). Pero, en ninguna muestra (ni de rima ni
comercial) se han detectado melatonina o alguno de sus isémeros, SER, 5-OHTRP, 50HIA ni 5SMIA. El
Trp es el indol que se encuentra en mayor cantidad, seguido del TEE y la NSER. El MLT no siempre se

ha podido cuantificar (< LOQ) e incluso, no siempre se ha podido identificar (< LOD).

En la Tabla 4.3 se muestran los contenidos de los 4 indoles identificados en las 29 muestras de cava
directamente recogidas en bodega (rima) y de las que se conoce el tiempo exacto de crianza;
mientras que en la Tabla 4.4 se presentan los resultados del andlisis de las 58 muestras comerciales
de cava blanco, para las cuales el tiempo de envejecimiento con las lias es sélo aproximado, ya que
sélo responden a la categoria comercial declarada en la etiqueta (>9 meses, >15 meses y >30 meses).
Por ello, a continuacién se expondran los resultados en funcidon de estos dos tipos de vinos: los
obtenidos en bodega, que marcaran la evolucién durante la rima, y los adquiridos en
establecimientos, que permitiran establecer los contenidos en cavas de forma acorde a su categoria

comercial.

Evolucidn de los indoles durante la toma de espuma y crianza bioldgica

El contenido de triptéfano en el vino base oscila entre 1680.4 pg/l y 250.3 ug/l, y en muestras con la
segunda fermentacién terminada y posterior crianza entre 855.1 pg/l y 8.5 pg/l (Tabla 4.3). Se
observan diferencias estadisticamente significativas entre el contenido en vino base y el Gran reserva
con el resto de las categorias (Figura 4.11). En este sentido, en la Figura 4.11 se observa que para
unos limites decisién del 95%, la media de los vinos base estd por encima del limite de decisidn
superior (LSD=616.8 pg/l) y en los cavas Gran reserva estad por debajo del limite de decision inferior
(LDI1=55.8 pg/l). El contenido de Trp desciende a medida que las muestras tienen mas crianza (Tabla

0068t p2 - 0.8) y llegando a valores

4.3), siguiendo una linea de tendencia exponencial (Trp = 276.36 e
por debajo de 100 pg/| (Figura 4.12).
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Comparando nuestros datos con estudios previos (Tabla 4.5), los contenidos de Trp en el vino base
son significativamente inferiores con excepcidon del estudio de Moreno-Arribas et al. (2000). Esto
puede ser debido a que nuestras muestras corresponden a afiadas diferentes, y las cantidades de Trp
en el mosto o en el vino se vean afectados por las condiciones climaticas de la cosecha y por
diferentes medidas vitivinicolas, como el momento de la cosecha, tratamiento del suelo, y el
deshojado (Hoenicke et al, 2001). Martinez-Rodriguez et al. (2002) y Bozdogan y Canba (2012)
describen la disminucion del Trp después de 20 dias de la inoculacion de las levaduras. Esta
disminucion se deberia a la asimilacidn de este aminoacido por Saccharomyces, cuya poblacion estd
en aumento o mantiene una alta viabilidad durante esta etapa (Tabla 4.5). Estos autores observan
disminuciéon del Trp por asimilacion seguida de aumentos en etapas post-fermentativas. Sin
embargo, en la presente tesis, aunque si vemos la asimilacidn, no podemaos apreciar la excrecidn, ya
sea porque la frecuencia del muestreo no nos lo permitié o por la diferente velocidad en los procesos
bioquimicos post-fermentativos. Ademds, nuestros contenidos de triptéfano en los vinos espumosos
de esta etapa post-fermentativa siguen siendo menores que los de Martinez-Rodriguez et al. (2002),

y Bozdogan y Canba (2012), oscilando entre 855.1 y 84.9 ug/I (Tabla 4.3).

Los contenidos en Trp del estudio de Moreno-Arribas et al. (2000) no concuerdan ni con nuestros
resultados ni con los de Martinez-Rodriguez et al. (2002), ni con Bozdogan y Canba (2012),
anteriormente citados (Tabla 4.5): parten de un vino base sin triptéfano y en su primer punto de
muestreo, a los 9 meses, no se detecta y comienza a cuantificarse a partir de los 15 meses pero para
desaparecer a los 24 meses. La no deteccién del Trp en el vino base por Moreno-Arribas et al. (2000)
puede ser debida a que el contenido en mosto era muy bajo. Hoenicke et al. (2001) sugieren que la
utilizacidn de Trp por la levadura depende de la cantidad de Trp en el mosto y cuando éste es bajo, se
puede llegar a consumir casi el 100% requiriéndose un minimo de 15 mg/L para el crecimiento de la

levadura.
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Figura 4.11: Grafica del analisis de medias con el 95% de limites de decision para el contenido en TRP ug/l, en
cavas de bodega segun las diferentes categorias de vino. LDI: limite de deteccién inferior; LDS: limite de
deteccidn superior.
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Figura 4.12: Evolucidn de los contenidos de Trp en vinos espumosos en fase de rima (n=23) a lo largo de los
meses de crianza bioldgica.

Tabla 4.5: valores del triptéfano (ug/l) en varios estudios en vino espumoso.

vino base 20 40 3 6 9 12 15 18 24 Bibliografia
dias dias meses meses meses meses meses meses meses
0 2 - - - 0 0 730 £1450° 8060 +3190 0 Moreno-
Arribas (2000)
2600 600-0° 0 1400-1200 1400-600 | 1900-1000 2000-0 - - - Martinez-

Rodriguez (2002)

2200+50a 500+130b 810+300b| 730+160b 910+290b |1780+1620a 980+230b - - - Bozdogan
y Canba (2012)

1165+527a - - 3274312b 133+38b 77152b Esta tesis

ope b o . .z . 1. .
No cuantificado; * Valor medio + desviacién estéandar; “'Valores méximos y minimos.

Las letras diferentes en la misma linea indican diferencias estadisticamente significativas entre las medias (p <0.05) por ANOVA.
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El indol étil éster del triptéfano, anteriormente descrito como isémero de melatonina, se detecta en
todos los vinos oscilando su contenido entre 5.2 pg/l y 0.1 pg/l y se observan diferencias
estadisticamente significativas entre todas las categorias (Tabla 4.3). En la Figura 4.13 se aprecia
como el TEE disminuye con el tiempo y presenta una linea de tendencia exponencial (TEE =
2.6705e%%7" R2 = 0.8) del mismo tipo que la del Trp (Figura 4.12). En la Figura 4.14 se observa que
para unos limites decision del 95% la media de los vinos base esta por encima del limite de decisién
superior (LSD=2.6 pg/l) y en los cavas Gran reserva esta por debajo del limite de decisién inferior

(LDI=0.6ug/l) de forma estadisticamente significativa.

TEE pg/l

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54 57 60 63

meses

Figura 4.13: Evolucion de los contenidos de TEE en vinos espumosos en fase de rima (n=23) a lo largo de los
meses de crianza bioldgica.
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Figura 4.14: Grafica del analisis de Medias con el 95% de limites de decisién para el contenido en TEE ug/l, en
cavas de bodega segun las diferentes categorias de vino. LDI: limite de deteccién inferior; LDS: limite de
deteccidn superior.
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Estas tendencias similares entre el Trp (Figuras 4.3 y 4.4) y su éster etilico (TEE) (Figuras 4.5 y 4.6) se

refuerzan por el hecho que estos dos indoles estan correlacionados significativamente (Figura 4.15).

TEE pg/!

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
TRP pg/!

Figura 4.15: Regresidn entre Trp y TEE en vinos de bodega (n=23). TEE=0,0071Trp+0,2365 R?=0,9.

El metoxitriptofol (MTL) varia entre 5.5 pg/l y el limite de deteccién <0.3 pg/| (Tabla 4.3). Los vinos
base presentan mayores contenidos de MTL que los cavas (p>0.05), aunque no se ha podido
establecer correlacién con los meses de crianza, debido al bajo nimero de muestras en los que se
cuantifica. El Unico estudio realizado del contenido y formacién de este indol en Saccharomyces
cerevisiae ha sido el de Sprenger et al. (1999), el cual no clarifica qué es lo que induce su formacion.
El metoxitriptofol es un metoxiindol que podria estar implicado en la integracion y la transmisién de
informacién ambiental. Como posible ejemplo de esto es de destacar el papel del metoxitriptofol en
el alga unicelular Polyedra Gonyaulax, donde la 5-metoxitriptamina y, en menor medida, el 5-
metoxitriptofol demuestran tener mas eficacia que la melatonina para inducir bioluminiscencia
(Balzer y Hardeland, 1990). En otro estudio realizado sobre Helix aspersa maxima se planted la
cuestion de la importancia fisioldgica del metoxitriptofol en los invertebrados (Blanc et al., 2003). Los
resultados sugieren que, dependiendo de la especie, la evolucion filogenética o los diferentes
biotopos en el que otras especies estan viviendo, la importancia relativa de los diferentes 5-
metoxiindoles podria variar. Se necesitan mas investigaciones para probar tales hipdtesis (Blanc et

al., 2003) y para esclarecer el papel del MTL en lias y vinos.

La n-acetilserotonina (NSER) se cuantifica en todos los vinos y las Unicas diferencias significativas
observadas han sido entre el vino base y los cavas post-fermentativos, los Reservas y los Gran reserva
(Tabla 4.3). Estos ultimos presentan menores contenidos de NSER que los vinos base, aunque la
disminucién no se ajusta significativamente a un modelo de correlacidn con los meses de crianza

(p>0.2).
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No se ha encontrado ni melatonina (MEL) ni sus isémeros (MELiso) en ninguna de los 29 vinos
analizados. No se ha encontrado melatonina del mismo modo que le ha ocurrido a otros autores
(Vigentini et al., 2015) donde en condiciones enoldgicas, las levaduras fueron incapaces de liberar al
medio de crecimiento melatonina e isémeros. Gomez et al. (2012, 2013) encontraron melatonina en
la piel de la baya (cv. Malbec), pero no se detectd en los vinos experimentales producidos a partir de
las mismas uvas, donde si se reporté un MELiso (Tabla 4.2 y Tabla 4 del articulo del apartado 4.3.3.1).
Rodriguez-Naranjo et al. (2011) utilizando LC-MS-MS no encuentra niveles de melatonina en 5
mostos de uva tinta y uno de uva blanca, ni tampoco en ninguna parte de la baya analizada (pulpa,
piel, semilla). En condiciones de laboratorio la sintesis de melatonina depende en gran medida de la
fase de crecimiento de la levadura y la concentracion de los azucares reductores (Rodriguez-Naranjo

etal., 2012).

Sin embargo, aunque nuestro estudio esta realizado en condiciones enoldgicas, difiere en los
contenidos de melatonina aportados por otros autores, que sitian los valores por debajo de 1 ug/l,
excepto para Rodriguez-Naranjo et al. (2011a, b) y Vitalini et al. (2011b) que encuentran cantidades
considerables (Tabla 4.2). Lo mismo sucede con los isémeros de melatonina, que también se
cuantifican en microgramos litro. No obstante, estos datos se refieren a vinos tranquilos y no se han
encontrado datos en vinos espumosos. Puede ser que durante la elaboracién de los cavas y debido a
la labilidad de la melatonina, ésta desaparezca o se transforme. En los datos bibliograficos recogidos
en la Tabla 4.2 tampoco se menciona si los vinos eran jévenes o de crianza. Nuestros resultados
también podrian indicar la existencia de problemas de identificacidn debidos a los diversos métodos

analiticos (consultar Tabla 4 del articulo enviado y en fase de revision, apartado 4.3.3.1).

Tampoco se han detectado serotonina (SER) ni 5-hidroxitriptéfano (5-OHTRP), acido 5-
hidroxindolacético (5-OHIA) ni 5-metoxindol-3-indol acético (5-MIA). Tradicionalmente, conocer el
contenido de serotonina en vino ha tenido interés por su posible contribucién a la totalidad de las
aminas biogénicas, aunque no sea comun encontrarla en los vinos. La concentracién y el contenido
de aminas bidgenas en los vinos pueden variar ampliamente dependiendo del tiempo de
almacenamiento y las condiciones, la calidad de las materias primas, y la posible contaminaciéon
microbiana durante el proceso de elaboracién del vino. Segin Manfroi et al. (2009) las bacterias que
realizan la fermentacién malolactica afectan significativamente los niveles de serotonina (Tabla 4.2),
pero no se formaria durante la fermentacion alcohdlica. Los niveles indetectables de este compuesto
en nuestras muestras, podrian estar relacionados con las diferentes condiciones en la elaboracién de
estos vinos, ya que la fermentacidn maloldctica no se ha realizado en la elaboracién de los
espumosos de este estudio (n=23). También pudiera ser que el contenido de serotonina estuviera

por debajo de nuestro limite de deteccién. Utilizando la técnica HPLC-F el nivel encontrado en un
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vino de la variedad Albana fue de 5.5 pg/l (Mercolini et al., 2012) (Tabla 4.2) con un limite de
deteccion de 0.2 pg/l, siendo inferior a nuestro limite de detecciéon que fue de 19.8 pg/l. Se han
encontrado cantidades muy elevadas de 23 mg/I| en vinos pero son principalmente, como resultado
de la fermentacidon malolactica (Manfroi et al., 2009). S6lo hemos encontrado un estudio donde se
detecte el contenido de 50HIA en un vino de la variedad albana 105 pg/l (Mercolini et al., 2012)
(Tabla 4.2).

Contenidos de indoles en cavas comerciales

La Tabla 4.4 se muestran los contenidos de indoles de cavas comerciales elaborados mediante
vinificacion en blanco (n=58). Se confirma que los indoles que se cuantificaban en los vinos de
muestras de bodega (Tabla 4.3) son los mismos que se pueden encontrar en cavas comerciales,

triptofano (Trp), etil éster del triptéfano (TEE), N-acetilserotonina (NSER) y 5-metoxitriptofol (5MTL).

Respecto al contenido en Trp de espumosos comerciales se detectan diferencias estadisticamente
significativas por ANOVA (Tabla 4.4) entre la categoria Cava y Gran reserva, igual que sucedia en las
muestras de bodega. En esta tabla se aprecia también como el contenido disminuye a medida que las
muestras pertenecen a una categoria de calidad superior. El contenido maximo en los cavas
comerciales de la categoria Cava (Tabla 4.4) es mayor que en las muestras de la misma categoria de
bodega (Tabla 4.3), y presentan un rango de concentracidn de triptéfano muy variable, entre 574.9 y
2.3 pg/l. Esto puede ser debido a la gran variabilidad de muestras del estudio en cuanto a afiada,
variedades e incluso al tiempo real que las botellas han estado sin lias en el circuito comercial, ya que
la categoria que se indica en la botella es el tiempo minimo de crianza con lias. La gran variabilidad
entre los cavas comerciales, incluso de la misma bodega, también se observa en la Tabla 4.7. Sin
embargo, si tenemos en cuenta las medias de las categorias de Cava y de cava Gran reserva, éstas se
sitian en 125.4 pg de Trp/l y 38.8 ug de Trp/l, respectivamente (p<0.05) y se confirma que los
espumosos comerciales Gran reserva presentan valores inferiores a los 55.8 ug de Trp/l, que era el
limite de decision que tipificaba la categoria comercial de los espumosos de mas alta gama
establecido en las muestras de bodega, cuyos tiempos de envejecimiento estaban perfectamente

controlados.

El contenido de TEE en las muestras comerciales también sigue el mismo patrén que las muestras de
bodega y que el Trp: se aprecia que disminuye a medida que las muestras pertenecen una categoria
superior (Figura 4.14) o, lo que es lo mismo, segun han estado mas meses en crianza bioldgica. Si se
tienen en cuenta, las medias del éster etilico del triptéfano de las categorias de Cava y de cava Gran
reserva, éstas se sitlan en 0.7 pg de TEE/l y 0.3 pg de TEE/I, respectivamente (p<0,05). Los cavas

Gran reserva comerciales estan por debajo de 0.56 pg de TEE/I (limite de decision inferior
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establecido con los cavas de bodega) y, por tanto, se confirma que este umbral podria servir para su
tipificacion. Es decir, cuando un cava tenga indicado en la etiqueta que es un Gran reserva deberia

tener contenidos de etil triptéfano inferiores a 0.6 pg /I.

En el caso del MTL, igual que sucedia con las muestras de bodega del punto anterior, no se ha podido
establecer correlacion con los meses de crianza, quizds porque solo se detecta en 13 de los 63 cavas

comerciales (Tabla 4.4).

La NSER no muestra diferencias estadisticamente significativas entre las distintas categorias aunque

se detecta en todas las muestras y su contenido se encuentra entre 2.3 y 0.3 pg/l (Tabla 4.4).

Vitalini et al. (2013) apuntaba que los contenidos del principal ismero de la melatonina, identificado
recientemente como TEE (Gardana et al., 2014), eran superiores en vino tinto con respecto al vino
blanco. Para corroborar esta observacién, en la Tabla 4.6 se presentan los contenidos de los
diferentes indoles en las 5 muestras comerciales de cava rosado. Comparando estos valores con los
de los cavas de variedades blancas (datos estadisticos no mostrados) sélo se observan diferencias
estadisticamente significativas en el contenido de NSER (p<0.05), pero no para el resto de los indoles.
La media de la NSER en cava rosado es 0.26 pg/l y, sin embargo, en los cavas de variedades blancas

es superior, 0.74 pug/I.

Tabla 4.6: Contenido de los diferentes indoles en cavas rosados (ug/l)

TRP TEE MTL NSER  Categoria Variedades (%vol)
45.8 0.2 <0.29* 0.36 Cava Monastrell, Garnatxa i Pinot noir 12
26.8 0.1 <0.29 0.16 Cava Pinot noir, Chardonnay, Pinot Meunier 12
660.2 4,0 <0.29 0.14 Reserva Pinot Noir 12
87.3 0,4 <0.29 0.16 Reserva Pinot Noir 12
21 0,1 <0.29 0.47 Cava Pinot noir 12
*<LOD

Para poder estudiar la posible variabilidad entre cavas comerciales, en la Tabla 4.7 se muestran los
resultados de diferentes cavas pero de la misma marca. La variabilidad entre muestras de la misma
bodega (intra-bodega) ha sido superior a la variabilidad entre diferentes marcas (inter-bodega)
(datos estadisticos no mostrados). Resulta curioso destacar la elevada variabilidad intra-bodega de la
marca Bach. Asumiendo que la misma marca emplea la misma cepa de levadura de tiraje, la
variabilidad posiblemente se deba a variabilidad en el vino base: las uvas podrian provenir de

parcelas diferentes (Hoenicke et al., 2001) o ser adquirido en cooperativas distintas.
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Tabla 4.7: Comparacion de contenidos de indoles (ug/l) en cavas de la misma marca comercial

Marca Trp TEE S5MLT NSER  Crianza Afada Copage

Codorniu 75.4 0.3 ndl 0.6 Cava 2 Macabeu, Xarel-lo i Parellada
Codorniu 80.2 0.3 1.93 0.3 Cava - Macabeu, Xarel-lo i Parellada
Bach 4275 1.9 nd 1.7 Cava - Macabeu, Xarel-lo i Parellada
Bach 99.2 0.6 2.53 0.4 Cava - Macabeu, Xarel-lo i Parellada
Bach 88.6 0.4 nd 0.4 Cava - Macabeu, Xarel-lo i Parellada
Segura Viudas  128.1 0.5 nd 0.7 Gran reserva 2008 -

Segura Viudas  88.1 0.3 nd 0.4 Gran reserva 2008 -

Segura Viudas  78.7 0.4 nd 0.5 Gran reserva 2008 -

Segura Viudas 5.3 0.1 nd 0.5 Reserva 2004 -

Nota: * no detectado; Y ho aportado

Con la totalidad de los espumosos analizados (n=86), se confirma la correlacién entre el contenido de
triptofano y el contenido de TEE, a mayor contenido de TRP mayor contenido de TEE (Figura 4.16).
Este resultado corrobora que el TEE estd directamente relacionado con el Trp en condiciones

enoldgicas, como apuntaba Vigentini et al. (2015) sin analisis estadistico robusto.

TEE pg/l

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
TRP pg/I

Figura 4.16: Correlacidn entre triptéfano y TEE en muestras de espumosos comerciales y de bodega (n=86) y =
0.0062x + 0.103 R? = 0.8833.

En la Tabla 4.8 se muestran las correlaciones entre los indoles determinados y los parametros
generales de las muestras de bodega, de las cuales se tienen exactamente los meses de crianza con
lias (n=29). Como se ha comentado anteriormente, el TRP y el TEE estan positivamente
correlacionados (p<0.0001) y a su vez disminuyen con el tiempo (meses) de crianza (p<0.0001). Este
tiempo de crianza también ocasiona un aumento de la absorbancia a 420 nm, hecho anteriormente

observado por Serra-Cayuela et al. (2014). Quizds por este motivo, estos dos indoles asimismo se
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correlacionan negativamente con este pardmetro de color y con el grado alcohdlico. El
metoxitriptofol MTL se correlaciona en negativo con el grado alcohdlico y con la acidez volatil,
mientras que la NSER lo hace, también negativamente, con el pH. Estas correlaciones podrian

depender del tiempo de crianza, ya que son parametros que tienden a aumentar durante la rima.

Tabla 4.8: Correlaciones (n=29) entre los indoles determinados y los parametros generales.

TRP TEE MTL NSER |Afio meses [Grado |ATg/l |pH Color |Acidez
cosecha %vol (A 420 [volatil g/l
nm)

TRP r 0,8060 |0,2380 |0,4336 |0,6127 (-0,6016 |-0,8457 |-0,0595 [-0,4637 |(-0,7784 (-0,1601
p 0,0000 ]0,2137 ]0,0188 |[0,0004 [0,0006 ]0,0000 ]0,7593 (0,0113 [0,0000 |0,4067
TEE r{0,8060 0,1513 |0,3523 (0,7104 |-0,7308 |-0,5873 |-0,0570 |-0,2466 |-0,8316 |0,0404
p|0,0000 0,4334 10,0609 |0,0000 |0,0000 (0,0008 [0,7691 ]0,1972 ]0,0000 |0,8353
MTL r(0,2380 (0,1513 0,0190 |0,2612 (-0,2637 |-0,4692 |-0,2438 [-0,3505 |-0,3426 |-0,5473
p[0,2137 |0,4334 0,9222 |0,1712 |0,1669 |0,0102 |0,2025 [0,0623 |0,0689 |0,0021
NSER r|0,4336 10,3523 [0,0190 0,2649 [-0,2453 |-0,4650 |0,2575 [-0,5891 (-0,2841 |0,1566
p|0,0188 ]0,0609 |0,9222 0,1649 (0,1996 |0,0110 |0,1774 |0,0008 [0,1353 |0,4172
Afio cosecha r{0,6127 |0,7104 |0,2612 (0,2649 -0,9816 |-0,4548 |0,0876 |(-0,2187 |-0,8686 |-0,1697
p|0,0004 ]0,0000 |0,1712 |0,1649 0,0000 |0,0132 ]0,6515 |0,2544 |[0,0000 (0,3788
Meses r{-0,6016 |-0,7308 |-0,2637 (-0,2453 |-0,9816 0,4136 |-0,1317 (0,2260 |0,8970 |0,1027
p|0,0006 ]0,0000 |0,1669 |[0,1996 [0,0000 0,0257 10,4958 ]0,2385 |0,0000 [0,5959
Grado %vol r|-0,8457 |-0,5873 [-0,4692 (-0,4650 |-0,4548 |0,4136 0,1028 |0,5814 |0,5676 |0,2777
p|0,0000 |0,0008 |0,0102 |[0,0110 (0,0132 [0,0257 0,5955 [0,0009 ]0,0013 ]0,1447
AT g/l r{-0,0595 |-0,0570 |-0,2438 [0,2575 |0,0876 |-0,1317 (0,1028 0,0782 |-0,0343 (0,0415
p|0,7593 [0,7691 |0,2025 (0,1774 |0,6515 |0,4958 [0,5955 0,6867 |0,8598 [0,8309
pH r|-0,4637 |-0,2466 |(-0,3505 (-0,5891 |-0,2187 |0,2260 [0,5814 (0,0782 0,2842 10,0958
p|0,0113 10,1972 |0,0623 [0,0008 [0,2544 |0,2385 |0,0009 |0,6867 0,1351 10,6210
Color (A420 nm) |r|-0,7784 (-0,8316 (-0,3426 |-0,2841 |-0,8686 |0,8970 [0,5676 |-0,0343 |0,2842 0,1720
p|0,0000 ]0,0000 |0,0689 (0,1353 (0,0000 |0,0000 |0,0013 |0,8598 |[0,1351 0,3723

Acidez volatil g/l |r[-0,1601 |0,0404 |-0,5473 |0,1566 |-0,1697 (0,1027 |0,2777 |0,0415 (0,0958 |0,1720

p|0,4067 |0,8353 |0,0021 [0,4172 |0,3788 |0,5959 |0,1447 |0,8309 (0,6210 |0,3723

Para observar con mayor claridad la relacion entre los parametros generales y los indoles, asi como
para visualizar como se tipifican los vinos, en la Figura 4.17 se muestran los pesos de los parametros
(meses de crianza, pH, grado alcohélico, acidez volatil, absorbancia a 420 nm, TRP, MTL, NSER y TEE)
y en la Figura 4.18 la distribucién de las muestras, mediante el andlisis de componentes principales
(PCA). Se corroboran las observaciones realizadas en la Tabla 4.8. Aparentemente el contenido de
MTL no se relaciona con ninguna de las variables estudiadas, diferentes afiadas, color y diferentes
cupages (Figura 4.17 PCA). Si que se ha podido observar una correlacidn negativa entre este indol y el

acido acético (acidez volatil) en las muestras de bodega (Figura 4.17 PCA).
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Figura 4.17: Analisis de componentes principales (PCA). Peso de los factores.

En la Figura 4.18 se observa claramente que las muestras se distribuyen fundamentalmente por el

tiempo de crianza y, como ya se ha mencionado anteriormente (Figura 4.17), esto viene

condicionado por la disminucién a lo largo del envejecimiento de los contenidos de TEE y TRP. Los

vinos que aln no son legalmente cava (de 0 a 6 meses, vinos base y espumosos de la etapa post-

fermentativa) se diferencian por el componente 1, que es el definido por los mayores contenidos de

TRP y TEE. Cuando se realiza el analisis discriminante de cavas de bodega y comerciales (n=81)

considerando como factores los meses de crianza, el MTL, la NSER, el Trp y el TEE también se

discriminan (p<0.0001) las diferentes categorias comerciales de cava: Cava, Reserva y Gran reserva

(Figura 4.19).
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Figura 4.19: Grafico de analisis discriminante (n=81) de cavas de bodega y comerciales considerando como
factores los meses de crianza, el MTL, la NSER, el Trp y el TEE.

Para visualizar los perfiles caracteristicos de los vinos en funcién del tiempo de crianza bioldgica y de
la cepa de levadura empleada en la segunda fermentacion, en la Figura 4.20 se presentan los perfiles
de las 29 muestras analizadas provenientes directamente de 3 bodegas. Este tipo de ilustracidon se
realiza mediante un analisis estadistico multivariado que pone de manifiesto similitudes y diferencias
de perfil. Se puede observar que las muestras se asemejan mds por el tipo de vino (vino base,
espumoso de la etapa post-fermentativa, Cava, Reserva y Gran reserva) que por la bodega, lo que
puede implicar una importancia menor de la cepa de levadura que del tiempo de crianza en contacto

con las lias de las mismas.

La comparacién en vertical de los perfiles (Figura 4.20) se diferencia con mayor claridad que la
comparacion en horizontal (por bodegas). Asi los vinos base se caracterizan por la NSER, con
excepcion de una muestra de Castellblanch, bodega que compra sus vinos base a cooperativas, y que
tiene un elevado MTL. Los espumosos de la etapa post-fermentativa presentan el grado alcohdlico
superior como caracteristica diferenciada. Respecto a los cavas, a partir de 9 meses, los contenidos
de TEE y Trp son claramente bajos y especialmente en los cavas Gran reserva presentan niveles

residuales.
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Todos estos resultados abren una nueva vision del tema. Anteriormente existia la hipotesis (Tan et
al., 2012) de que la produccion de ismeros podia estar inducida por factores de estrés ambientales
como el aumento de la concentracién de alcohol durante el proceso de fermentacion. Para aumentar
la tolerancia a los niveles elevados de alcohol en el medio ambiente, una de las respuestas bioldgicas

de la levadura podria ser aumentar la generacion de miembros de la familia de la melatonina,
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especialmente de isémeros. Actualmente se ha visto que el isémero encontrado en mayor contenido
era un derivado del triptéfano, el TEE que no se forma en la ruta de sintesis de la melatonina. Todos
los estudios enoldgicos se han focalizado sobre la excrecion de metabolitos de la levadura al medio
(vino) y ninguno en el analisis de la levadura en si. En un estudio realizado en sinaptosomas aislados
del cerebro de rata se probaron las propiedades antioxidantes in vitro de varias indolaminas de la via
metabdlica del triptofano, contra el dafio oxidativo a lipidos y proteinas, dado que las membranas
bioldgicas estdn compuestas de lipidos y proteinas. Pinolina fue el mas poderoso antioxidante
evaluado, con la melatonina, N-acetilserotonina, 5-hidroxitriptéfano, 5-metoxitriptamina, 5-
methoxitriptofol y triptolina que también actuaron como antioxidantes (Millan-Plano et al., 2010).
Como hipdtesis es posible que Saccharomyces para protegerse del dafio oxidativo producido por el
alcohol y proteger las membranas, o inducido por otros factores, utilice la ruta de sintesis de la
melatonina y produzca algin metoxindol que acaba finalmente excretado en el medio, en este caso
el cava, como la N-acetilserotonina o el 5-methoxitriptofol; otros metoxiindoles de la misma ruta
puede que sean utilizados y degradados en otros compuestos dentro de la misma levadura. Se
necesitarian estudios del contenido de indoles en Saccharomyces para poder saber si en condiciones

enoldgicas se produce melatonina aunque no se excrete al medio.
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La calidad de los vinos espumosos elaborados por el método tradicional, es decir, realizando la
segunda fermentacidon en botella cerrada, es dependiente entre otros factores, del proceso autolitico
de las células de levadura. Las categorias comerciales de calidad, Cava joven, Reserva y Gran reserva,
se han decidido tras analisis organolépticos realizados por expertos, pero sin tener en cuenta datos
objetivos. El proceso autolitico que se desarrolla gradualmente es una capacidad de la levadura
condicionada por su herencia genética, y puede ser diferente entre las distintas cepas que se utilizan
en la segunda fermentacién. Por otra parte, una vez que el vino se envasa y se afiade el licor de
tiraje, el proceso bioldgico que se desarrolla es de dificil control. Durante la rima, si se detecta alguna
desviacion o defecto, las botellas de cava no ofrecen la posibilidad de manipulacién, pues segun el
reglamento de la D.O., son estas mismas botellas con las que debe comercializarse el vino espumoso.
Por esta razén, es importante para las bodegas, disponer de datos objetivos que demuestren que el
cava en rima ya ha podido alcanzar las caracteristicas propias de la categoria comercial, que la

bodega espera concederle.

Los resultados de este trabajo permiten al sector contar con herramientas y nuevos datos objetivos
para conocer el estado autolitico de las lias en funcién del periodo de crianza bioldgica que ha
transcurrido, a partir de: i) el examen de las lias por microscopia electrénica de transmision (TEM), ii)
de datos de las propiedades superficiales por microscopia de fuerza atémica (AFM), iii) a partir del

analisis quimico de ciertos compuestos cedidos por las lias como los nucledsidos o los indoles.

Los cambios estructurales y morfoldgicos de las células muertas de la levadura se han determinado
en tres series de cava a lo largo de la crianza bioldgica (hasta 48 meses). Los Unicos resultados que se
consideran relevantes son los que se han repetido en las tres series de cava, puesto que puede
suponerse que responden a un comportamiento estandar de la célula. Las observaciones mas

destacables son:

La pared celular sélo se degrada parcialmente y con el tiempo su estructura estratificada se modifica.
El orden de los cambios que se observan en la pared son: se separa la membrana plasmatica de la
capa interna de la pared celular debido a la plasmélisis, aumenta la zona periplasmica situada entre
la membrana y la pared. La zona media amorfa del interior de la pared se va degradando a partir de
los 18 meses de envejecimiento y el material microfibroso aparece mas difuso. A partir de los 30
meses en adelante, la pared de la célula se presenta como una estructura enmarafiada de fibras,
aunque se mantiene sin roturas a lo largo de los 48 meses de crianza. Segun los autores consultados,

de la pared celular se ceden ciertos componentes mas solubles en medio acuoso como los
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proteomananos, lo cual se corresponde con la pérdida observada por TEM de las microfibrillas (zona

mas electrodensa).

El contenido citoplasmatico disminuye con el tiempo de crianza. En un principio se observa una
desorganizacion y, posteriormente, un vaciado progresivo del citoplasma.

A los 9 meses ya se visualiza la rotura de la membrana plasmatica lo que justificaria el vaciado de
componentes posterior. Con la técnica TEM se ha podido detectar los ribosomas en el espacio

periplasmico, lo que facilita el paso de los nucledsidos al vino.

Ademads, por primera vez en condiciones enoldgicas se ha descrito la evidencia morfolégica de
microfagia en S. cerevisiae. Durante la fase estacionaria la levadura no sélo utiliza la macroautofagia
para prolongar su supervivencia, sino también la microfagia, lo cual hasta el momento sélo era un

supuesto en la fermentacién del vino.

Los ensayos realizados con la microscopia de fuerza atémica (AFM), después de seleccionar tapping
como modo de trabajo en aire y una fuerza vertical maxima de 5nN, permiten cuantificar la
elasticidad de la superficie de las células como una caracteristica prometedora para medir los
cambios producidos en las levaduras, que repercuten en la pared celular. El promedio obtenido del
madulo de Young, pardmetro que cuantifica la elasticidad del material, es 75.6 + 42.6 MPa (>3.500
mediciones) para las lias de 9 meses y 65.3 + 23.1 MPa para las levaduras de 48 meses (>4.000
medidas). Estos valores indicarian que la pared celular de las células de 9 meses es mas rigida que las
de las levaduras de 48 meses, ya que los materiales con un médulo de elasticidad mas alto son mas
rigidos y no se deforman tan facilmente, en comparacidn con materiales con un maddulo de
elasticidad menor. Mediante AFM también se han observado algunas lias que parecen estar unidas
entre si, lo que podria apuntar que las células hubieran quedado unidas como una respuesta
fisiolégica que permitiera la busqueda de nutrientes o también como respuesta a un medio ambiente
estresante. Estas uniones se conservan a lo largo del envejecimiento (9 meses) y, segin nuestro
conocimiento es la primera vez que se visualizan por AFM. Antes de calificar a este pardmetro como
adecuado para valorar el grado autolitico de las células seria conveniente aplicarlo a un mayor
numero de muestras, dado que no existen antecedentes de aplicacion de AFM a células muertas de
Saccharomyces cerevisiae. Es de suponer que la disminucién de elasticidad se debe a la pérdida de
material de la pared celular. Segun resultados de la aplicacion de AFM a células vivas, se podria
interpretar que la pérdida de elasticidad, por lo menos en parte, se podria deber a la rotura de los

enlaces cruzados de los B-glucanos o a la cesidn de quitina.
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La determinacion de los catabolitos del ARN en los vinos espumosos (uridina, guanosina, adeosina,
inosina, xantina, hipoxantina y acido Urico), mediante la técnica UPLC-MS/MS, se justifica por la
liberacion de los ribosomas a la zona periplasmica los cuales se dejan de visualizar con el tiempo. En
este caso se ha tenido en cuenta que el indicador quimico ideal del estado autilitico de las levaduras
seria un compuesto que procediera directamente de la degradacidn celular. Por esta razén, no sdlo
se han determinado los catabolitos en tres series de cavas mientras las lias estaban en contacto con
el vino, sino que ademads, a los 9 meses, se degollaron dos series de cavas y se almacenaron en
paralelo con las de sus correspondientes rimas. Estas muestras también envejecen, pero no en
contacto con las lias (apartado 3.2.1) y permiten la comparacion de la evolucion de los catabolitos del

ARN con y sin la presencia de células muertas en contacto con el vino.

De los tres nucledsidos determinados, sélo la uridina se detecta y cuantifica con fiabilidad en todas
las muestras. Este catabolito aumenta de forma lineal con el tiempo de crianza en las tres series de
cava. Ademas se ha comprobado que su origen son las lias en contacto con el vino, puesto que en las
muestras almacenadas sin lias su contenido no aumenta. Los otros nucledsidos, adenosina,

guanosina e inosina, no han podido detectarse o bien cuantificarse en todas las muestras.

Las purinas parecen tener un origen fermentativo, especialmente la hipoxantina y el acido urico, pero
su contenido con el tiempo no varia siguiendo un modelo de regresién determinado para las tres
series de cava. La xantina es la base purica mas abundante y su contenido se mantiene constante
teniendo en cuenta que en cada punto de muestreo se abren botellas diferentes del mismo vino, es
decir que las pequefias variaciones que se observan podrian ser debidas a la variabilidad entre

botellas.

La melatonina, sus isémeros y otros indoles relacionados con su metabolismo son compuestos de
creciente interés en Enologia. Actualmente existe controversia, tanto en la eleccidon del método de
analisis, como en su origen. Unos autores creen que puede proceder de la propia baya, mientras que
otros defienden su origen fermentativo. Probablemente todos tienen razén y el problema es la
labilidad de estos compuestos o que rapidamente se transforman en otros metabolitos. No obstante
la razén de su inclusidén en este trabajo fue porque los vinos espumosos se elaboran a partir de dos
actividades metabdlicas de S. cervisiae, dos fermentaciones, lo que permitia presumir un mayor
contenido de estos compuestos que en los vinos tranquilos, si se asume un origen en las levaduras.
Esta parte del trabajo incluye la puesta a punto de un método analitico, mediante la técnica UPLC-
MS/MS, para la determinacion simultdnea de 9 indoles (apartado 4.3.3.1) y su aplicacion a vinos

espumosos. Por otra parte, también se disefié un nuevo muestreo (apartado 3.2.1 y Figura 3.4) que
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permitié poner de manifiesto los contenidos de indoles en diversas muestras cava en rima (bodega) y
muestras reales de mercado. De los 9 indoles analizados (5-metoxitriptofol (5MTL), triptéfano (Trp),
etil éster de triptéfano (TEE), n-acetilserotonina (NSER), melatonina (MEL), serotonina (SER), 5-
hidroxitriptéfano (5-OHTRP), acido 5-hidroxindolacético (50HIA) y acido 5-metoxindolacético (5MIA))
solo se han detectado cuatro de ellos en las muestras de cava: triptéfano, etil éster del triptofano,
metoxitriptofol y N-acetilserotonina (los dos ultimos determinados por primera vez en vino).
Posiblemente la rima facilite la degradacién rapida de la melatonina y/o sus isomeros. En la
bibliografia consultada, los datos de melatonina y/o sus ismeros pertenecen a vinos no identificados
por su tipo o tiempo de crianza. Por otra parte este trabajo ha permitido confirmar que el principal
isdmero descrito de la melatonina no es un isémero, sino que se corrobora que se trata del éster
etilico del Trp, el TEE, y que éste presenta una correlacién negativa con el Trp en vinos espumosos. El
contenido de Trp desciende a medida que las muestras tienen mas crianza siguiendo una linea de

0068t p2 - 0.8). Para unos limites de decision del 95%, los cavas

tendencia exponencial (Trp = 276.36 e
Gran reserva esta por debajo del limite de decisidn inferior (LDI) situado en 55.8 pg/l. El TEE también
disminuye con el tiempo y presenta una linea de tendencia exponencial (TEE = 2.6705e”%"* R2 = 0.8).
Para unos limites de decisidon del 95% los contenidos de TEE en cavas Gran reserva se sitlan por
debajo del limite de decisidn inferior (LDI) de 0.6pg/l de forma estadisticamente significativa. Por lo
tanto, se apunta que los indoles triptéfano y su éster etilico permitirian tipificar la categorias Gran
reserva, cuando se determinen en cantidades inferiores a 55.8 pug/l y 0.6 ug/l, respectivamente.

Mediante analisis estadistico multivariado realizado con los indoles TEE, Trp, MTL y NSER, se ponen
de manifiesto similitudes y diferencias de perfil. Se puede observar que las muestra se asemejan mas
por el tipo y categoria de vino (vino base, espumosos de la etapa post-fermentativa, Cava, Reserva y

Gran reserva) que por la bodega, lo que puede implicar una menor importancia de la cepa de

levadura que del tiempo de crianza en contacto con las lias de las mismas.
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6. Conclusiones

El desarrollo de este trabajo ha permitido encontrar indicadores del estado autolitico de las lias de la
segunda fermentacion de los vinos espumosos con crianza biolégica, como el cava. Unos
procedentes de la observacién del estado estructural de las lias por microscopia electrénica de
transmision (TEM) y microscopia de fuerza atdmica (AFM), y otros son posibles indicadores quimicos

determinados por UHPLC-MS/MS, como algutin nucledsido y ciertos indoles.
En definitiva, las conclusiones a las que se ha llegado son las siguientes:

1. Por microscopia electrénica de transmision (TEM) se constata que la pared celular se
mantiene sin roturas, incluso con 4 afios de contacto con el cava, aunque se desorganice su
ultraestructura y desaparezcan sus microfibrillas. Con la degradacién, también hay una
separacion progresiva entre la membrana plasmatica y la capa interna de la pared y, en
consecuencia, un aumento de la zona periplasmatica, en funcion del tiempo de crianza.
Durante este estudio se han realizado observaciones inéditas hasta el momento, como la
microautofagia, la rotura de la membrana plasmatica, y la aparicion de ribosomas en la zona
periplasmatica, lo que demostraria que la mayoria de las células estan plasmolizadas a los 9
meses de crianza bioldgica.

2. Latécnica de microscopia de fuerza atdmica (AFM) ofrece la elasticidad de la superficie de las
lias como parametro cuantitativo. La menor rigidez de la pared a lo largo de la crianza se
constata y es medible, aunque la técnica sea aun demasiado exclusiva para ser usada de
forma rutinaria en la monitorizacién de los cambios ultraestructurales de la célula.

3. La uridina es el Unico catabolito del ARN que claramente se correlaciona con el tiempo de
rima y que se halla en el vino procedente de la autolisis de las levaduras: su contenido
aumenta significativamente con la crianza y se ha demostrado que su procedencia es la
degradacion del ARN celular, puesto que en las muestras almacenadas sin lias su contenido
no varia.

4. Se han detectado por primera vez en vinos espumosos los indoles N-acetilserotonina y
metoxitriptofol, pero ninguno de los isdmeros de melatonina ni la propia melatonina. Se ha
observado que los contenidos de N-acetilserotonina, metoxitriptofol, triptéfano y su éster
etilico disminuyen desde vino base a Cava. Estos dos ultimos indoles estan relacionados
positivamente: cuando la cantidad de triptéfano disminuye hasta 56 pg/l, su etil éster

también se reduce, en este Ultimo caso hasta niveles inferiores a 0.6 pg/l. Estos valores
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podrian tipificar los cavas Gran reserva, que para ser acordes con su categoria tendrian que

situarse en cantidades por debajo de estos niveles.



