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RESUMEN

Se pretende acelerar la muerte celular y la autolisis de
las levaduras durante la segunda fermentacion y crianza
del cava inoculando con levaduras killer S. cerevisiae en
la fase de tiraje. Partimos de la base de que varias leva-
duras killer matan a otras levaduras vinicas (killer o sen-
sibles) en condiciones de laboratorio similares a las uti-
lizadas en la elaboracion de cava (bajo pH y temperatu-
ra). Afortunadamente, algunas de estas estirpes de
levaduras también mostraron un fenotipo killer intenso
durante la segunda fermentacidn en botella bajo pre-
sion de anhidrido carbdnico. Ademas, el efecto killer en
los cavas inoculados con cultivos mixtos de levaduras
(killer + sensibles) mejord la calidad de la espumay la
sensacion en boca respecto a los cavas elaborados sin
efecto killer inoculados con cada levadura por separa-
do. Esta mejora fue muy evidente cuando el efecto
killer fue mas intenso y se produjo de forma rapida
pocos dias después del tiraje, y menos destacada cuan-
do este efecto fue menos intenso y mas lento. Sélo en
los cavas en los que se produjo efecto killer se detecta-
ron levaduras destrozadas consecuencia de la autolisis
celular durante los primeros dias de fermentacion, que
fueron reabsorbiéndose en el vino progresivamente
hasta desaparecer. La calidad del cava no correlacioné
siempre con la concentracidn de polisacaridos, protei-
nas, manano, o compuestos aromaticos. Esto sugiere
que la sensacién en boca y la calidad de la espuma de
estos vinos son caracteristicas complejas dependientes
de los distintos compuestos liberados por las levaduras
autolisadas y de las interacciones entre ellos.
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ABSTRACT

It is intended to accelerate cell death and autolysis of
yeasts during the second fermentation and aging of
traditional sparkling-wine by inoculating S. cerevisiae
killer yeast for second fermentation. We already knew
that several killer yeasts kill other yeasts (killer or sen-
sitive) in laboratory conditions similar to those used in
the elaboration of sparkling-wine (low pH and tempe-
rature). Fortunately, some of these yeast strains also
showed an intense killer phenotype during the second
fermentation under carbon dioxide pressure. In addi-
tion, the killer effect in the sparkling-wine inoculated
with mixed cultures of yeasts (killer + sensitive) impro-
ved the quality of the foam and the mouthfeel with
respect to those sparkling-wines elaborated without
killer effect, that were inoculated with each yeast
strain separately. This improvement was very evident
when the killer effect was intense and it occurred
quickly few days after the yeast inoculation, and less
evident when this effect was poor and slower. Destro-
yed yeasts resulting from cellular autolysis were
detected during the first days of fermentation only in
the sparkling-wines in which the killer effect occurred,
and these yeasts were gradually reabsorbed in the
wine until disappearing. Wine quality improvement
did not correlate with the polysaccharide, protein,
mannan, or aromatic compound concentrations, sug-
gesting that the mouthfeel and foaming quality of
sparkling wine are very complex properties influenced
by different wine compounds coming from autolysed
yeasts and their interactions.
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Figura 1. Esquema del proceso habitual de degradacion de las levaduras durante la segunda fermentacion del cava (parte superior), y de
muerte y autolisis rapida en cavas inoculados con mezclas de levaduras killer y sensibles (parte inferior).

INTRODUCCION

El cava es un vino espumoso de crianza elaborado
mediante el método tradicional (champenoise). Su
calidad depende del proceso de envejecimiento con
las lias de levaduras. Estas células muertas sufren un
proceso muy lento de autolisis liberando muchos com-
puestos interesantes, especialmente polimeros coloi-
dales como polisacdridos y manoproteinas que,
supuestamente, mejoran la sensacién en boca y la
calidad de la espuma del cava. La autolisis natural de
las levaduras en el cava es un proceso que puede
durar afios debido a que las condiciones ambientales
(pH 2.8-3.3, temperatura 12-15°C, aproximadamente
12% etanol, y 6-7 atm de presién) distan mucho de las
ideales para que se complete este proceso (pH 5y
45°C, (Kemp et al., 2015). Se han probado distintas
estrategias para acelerar la crianza del cava, como
anadir autolisados de levaduras en el tiraje o aumen-
tar la temperatura ambiente. Aunque se han obtenido
resultados interesantes (Charpentier et al., 1993),
estos procedimientos suelen conferir defectos organo-
Iépticos (Peppler, 1982) y sabores a tostado desagra-
dables.

Una vez terminada la segunda fermentacién del cava,
las levaduras mueren progresivamente antes de que
empiece el proceso de autolisis. El problema estd en
gue antes de morir, cuando los nutrientes escasean,
las levaduras sufren un proceso de autofagia en el que
digieren gran parte de sus componentes celulares para
utilizarlos y mantenerse vivas mas tiempo, similar al
adelgazamiento que se produce en muchos seres vivos
en respuesta a inanicidn prolongada. En esta situacién
critica, cuando las células mueren en las condiciones
de elaboracién del cava, tienen mas tendencia a
“momificarse” y mantener sus estructuras intactas,

que a autolisarse cediendo compuestos interesantes al
cava (Fig. 1). Esto es asi porque en estas condiciones
(bajos pH y temperatura, y ambiente reductor con alta
presion de CO,) se conserva muy bien la integridad de
la materia organica. En consecuencia, la autolisis de
las levaduras es lentisima y comienza muy tarde.
Dependiendo de la composicidon del vino, temperatura
de crianza y la estirpe de levaduras, la degradacién de
las levaduras comienza de tres a nueve meses después
del tiraje (Moreno-Arribas and Polo, 1996), de forma
qgue no se puede completar satisfactoriamente en
cavas jovenes de nueve meses de crianza. Resulta
pues evidente la necesidad de que parte de las levadu-
ras inoculadas en el tiraje mueran una vez realizada la
segunda fermentacion o incluso algo antes, y siempre
antes de sufrir el adelgazamiento provocado por la
autofagia. De esta manera, los polimeros que compo-
nen las células en estado saludable pueden degradar-
se en el subsecuente proceso de autolisis de las leva-
duras muertas, antes de que las levaduras tengan
oportunidad de sufrir autofagia, adelgazar y momifi-
carse. Una alternativa para acelerar la autolisis de las
levaduras consiste en utilizar mezclas de levaduras
asesinas (killer) y sensibles como inéculos en la segun-
da fermentacidn. La toxina asesina puede matar a las
células sensibles y acelerar su autolisis (Todd et al.,
2000), pero esta estrategia no habia sido probada a
nivel de bodega hasta muy recientemente (Veldzquez
et al., 2016). En este trabajo se analiza el uso de nue-
vas levaduras killer S. cerevisiae para acelerar la muer-
te celular e incrementar la autolisis de las levaduras
durante la segunda fermentacién y crianza en botella
del cava (Fig. 1). Se evalta su efecto sobre la cinética
de fermentacioén, la espuma y la calidad organoléptica
del producto final.
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Figura 2. Test de fenotipo de levaduras killer en placas de medio
MB-agar frente a césped de levaduras no-killer en distintas condi-
ciones de pH y temperatura. La presencia de halo azul alrededor
del pegote de levadura indica su fenotipo killer sobre las células
del césped, las cuales se tifien de azul una vez muertas.

MATERIALES Y METODOS

La segunda fermentacion del cava se realizé inoculando
el vino base con distintas combinaciones de cinco estir-
pes de levaduras Saccharomyces cerevisiae: dos killer
tipo K2, EX85 (K2, CYHS) y Rod23-1B (K2, RODPC, CYHR);
una killer tipo Klus, EX229 (Klus, CYHS); y dos no killer,
EX85R (K2-, CYHR) y EX229-R1 (Klus-, CYHR). Previo al tira-
je, las levaduras se crecieron en YEPD, se concentraron
10x y se adaptaron al crecimiento en vino base. Al vino
base (Macabeo) se le afiadid 24 g/L azlcary 0,2 g/L de
(NH,),HPO,. No se afiadié bentonita ni ningin otro coad-
yuvante de fermentacion. Se realizo el tiraje en botellas
de 0,75 L con obturador de plastico y tapdn de corona.
Para cada levadura por separado o mezcla de dos levadu-
ras, se inoculd 1-4x106 CFU/mL (la mitad de cada levadu-
ra en el caso de los in6culos mixtos), y se incubaron a 18-
199C durante los primeros 15 dias para potenciar el efec-
to killer, y posteriormente a 12-149C hasta los 9 meses. A
lo largo de la segunda fermentacidn se midié la presiéon
(expresada en atm) a temperatura ambiente (corregida

54 / REVISTA ENOLOGOS

Figura 3. Evolucion de la muerte celular (A), de la poblacion de
levaduras sensibles a la toxina killer (B), y de la presion en botella
(C) durante la segunda fermentacion de tres cavas representativos
inoculados con las mezclas de levaduras: EX85 killer + EX85R
sensible (--m--), EX229-R1 no-killer + Rod23-1B sensible (--e--), y
EX229 killer + Rod23-1B sensible (--e--).

posteriormente a 20 2C) usando un afrometro acoplado
al cuello de la botella. Se monitorizé la poblacién de cada
levadura analizando su resistencia a cicloheximida (CYHR)
o rodamina 6G (RODPC) mediante réplica en placas de
YEPD suplementado con cicloheximida o rodamina 6G. La
proporcién de muerte celular se determind por tincidon
con azul de metileno, los polisacdridos con el método del
fenol-acido sulfurico, la manosa con un método desarro-
llado previamente (Quiros et al., 2012), y proteinas con el
método Bradford. El test de fenotipo killer se realizé
como se ha descrito previamente (Ramirez et al., 2015).
Los volatiles minoritarios se midieron por cromatografia
gases-masas en el Servicio de Andlisis Elemental y Mole-
cular de la UEx (Garcia-Carpintero et al., 2011), y los
parametros de la espuma con equipo Mosalux. El andlisis
organoléptico se realizé por catadores expertos de la
Estacidn Enoldgica de Almendralejo. El andlisis estadistico
de los datos se realizd con test paramétrico ANOVA
(p<0.05) empleando el software SPSS version 20.0 para
Windows (Chicago, IL).
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Figura 4. Proporcion de levaduras autolisadas (A) y analisis de
espuma (B) de tres ejemplos representativos de cavas elaborados
con mezclas de levaduras killer y sensibles. Parametros de espu-
ma: HM, altura maxima; HS, altura de la espuma estabilizada; TS,
tiempo de mantenimiento de la espuma. Simbolos: EX85 killer +
EX85R sensible (--m--), EX229-R1 no-killer + Rod23-1B sensible (--
e--), y EX229 killer + Rod23-1B sensible (--e--).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las estirpes killer de levaduras S. cerevisiae matan a
las estirpes sensibles en las condiciones de elabora-
cion de cava, sin afectar negativamente a la toma de
espuma

Con caracter previo a este estudio, se seleccionaron
nuevas estirpes de levaduras killer procedentes de la
D.O. Ribera del Guadiana en base a su capacidad para
realizar la segunda fermentacién del cava a nivel
industrial. En los test realizados en placas de medio
MB, las levaduras killer tipo K2 mostraron buen feno-
tipo killer frente a levaduras sensibles a pH 4 y 20°C;
sin embargo, este efecto perdid intensidad cuando las
condiciones fueron mds similares a las de elaboracién
de cava, pH 3,2 y 129C. Por el contrario, las levaduras
killer Klus mostraron siempre un fenotipo killer casi
inapreciable, especialmente a pH 3,2 y 129C (Fig. 2).

Ambos tipos de levaduras mantuvieron el fenotipo
killer en condiciones reales de elaboracion de cava,
con la salvedad de que las levaduras killer Klus mos-
traron un fenotipo mas intenso que las K2 en estas
condiciones (Fig. 3), al contrario de ocurrido en el
ensayo en placa. Esto puede ser debido a la mejor
difusion de la toxina Klus en medio liquido, y a que la
segunda fermentacion de cava es mucho mas larga
(meses) que el test killer en placa de agar (menos de 8
dias). La cantidad de células muertas incrementd mas
rapidamente en los cavas con efecto killer (Fig. 3A), y
las levaduras sensibles fueron claramente desplazadas
por las levaduras killer, que fueron las mayoritarias al
final de fermentacion (Fig. 3B). A pesar de esta muer-
te acelerada de parte de la poblacidn de levaduras
sensibles, la cinética de fermentacidn fue correcta en
todos los casos, alcanzandose aproximadamente la
misma presidn en todos los cavas, con o sin efecto
killer (Fig. 3C). Sélo en los cavas con efecto killer se
detectaron levaduras destrozadas consecuencia de la
autolisis celular durante los primeros dias de fermen-
tacion (Fig. 4A), que fueron reabsorbiéndose en el
vino progresivamente hasta desaparecer.

El efecto killer mejora la calidad de la espuma y orga-
noléptica del cava

Se produjo una mejora evidente de la calidad de la
espuma solo en los cavas con el mayor efecto killer y
mas del 3,5% de levaduras autolisadas (Fig. 4B). Estos
mismos cavas resultaron ser los mas apreciados por
su calidad organoléptica (Tabla 1). A pesar de esto,
no se encontré correlacidn significativa entre la cali-
dad de estos cavas con la cantidad de coloides o com-
puestos aromdticos, o diferencias significativas rele-
vantes respecto a los cavas de menor calidad. El efec-
to killer, en estas condiciones de alta presion, solo
incrementé ligeramente la cantidad de manoprotei-
nas. Esto sugiere que la sensacién en boca y la calidad
de la espuma de estos vinos son caracteristicas muy
complejas dependientes de muchos compuestos dis-
tintos liberados por las levaduras muertas, y de las
interacciones entre ellos. Probablemente, el efecto
positivo de todos estos compuestos también dependa
de la composicion quimica especifica de cada vino en
cuestiéon. A pesar de esto, esta situacion compleja y
pendiente de conocer con mds precision, no resta
validez a nuestra propuesta de realizar el tiraje con
indculos mixtos de levaduras killer y sensibles, ya que
esta estrategia acelera la autolisis celular y mejora la
calidad del cava.
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. Alcohol  Presién Ce]_u‘las _ Preferencia
Levadura inoculada o autolisadas o
(%, viv)  (atm) (%)* (%)
Sin efecto killer
EX85 11,31 5,7 0,00 65
EX229 11,35 5,6 0,00 65
EX85R 11,35 5,7 0,00 65
EX229-R1 11,32 5.5 0,00 65
EX229-R1+Rod23-1B 11,32 5,5 0,00 68
Con efecto killer
EX85+EX85R 11,35 5,6 0,20 75
EX85+EX229-R1 11,29 5,6 0,13 70
EX229+EX85R 11,27 5,5 0,15 72
EX229+Rod23-1B 11,29 5,5 4,64 85
EX229+EX85+
Rod23-1B+EX85R 11,29 5,5 4,00 80

Tabla 1. Parametros relevantes y calidad organoléptica de los cavas elaborados con una leva-
dura o mezcla de levaduras (killer + sensibles). Los datos son la media de dos analisis inde-
pendientes. La desviacion estandar fue siempre menos del 8% de la media. *, Células autoli-

sadas después de 7 dias de segunda fermentacién.

CONCLUSION

La inoculacién con cultivos mixtos de levaduras killer pro-
voca la muerte celular y la autolisis temprana de las leva-
duras sensibles durante la elaboracién de cava, sin afec-
tar negativamente a la cinética de fermentacion ni al
consecuente incremento de presion. Cuando este efecto
killer provoca la autolisis temprana de mas del 3,5% de
las células, se libera la suficiente cantidad de compuestos
celulares como para mejorar significativamente la calidad
de la espuma y organoléptica del cava. Sin embargo, no
se encontrd ninguna correlacién clara entre la calidad de
la espuma y la concentracidn de polisacéridos, proteinas
0 manano, compuestos que han sido previamente pro-
puestos como factores muy influyentes en la cantidad y
estabilidad de la espuma del cava.
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