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: UTILIZACION DE BIOCAPSULAS DE LEVADURA COMO AGENTES FERMENTATIVOS EN LA SEGUNDA

FERMENTACION ALCOHOLICA EN BOTELLA Y SU APLICACION PARA LA ELABORACION DE VINO ESPUMOSO Y BEBIDAS
ALCOHOLICAS ESPUMOSAS

(57) Abstract: The invention relates to the use of immobilizing yeasts in biocapsules and to the application thereof in producing
sparkling wine prepared from the second alcohol fermentation in the bottle performed by said yeasts. The invention includes
producing biocapsules in a suitable concentration and the application of same as biocatalyzers in a particular industrial fermentation
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(57) Resumen: Utilizacién de levaduras inmovilizadas en biocapsulas y su aplicacién en la produccién de vino espumoso elaborado
a partir de la segunda fermentacién alcohdlica en botella realizada por estas levaduras. La invencién comprende la obtencién de las
biocapsulas en una concentracidén apropiada y su aplicacidén como biocatalizador en un proceso fermentativo industrial particular.
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Description
Utilizacién de biocapsulas de levadura como agentes fermentativos en la segunda
fermentacién alcohdlica en botella y su aplicacion para la elaboracién de vino

espumoso y bebidas alcohdlicas espumosas

[0001] SECTOR TECNICO

[0002] La presente invencion se encuadra dentro del marco de la Microbiologia
Industrial, proporcionando una optimizacién técnica y cualitativa de un
proceso de elaboracion ya existente.

[0003] De forma mas concreta, el objeto de la invencidn consiste en provocar la
segunda fermentacion en botella para la elaboracién de una bebida
alcohdlica espumosa, en particular para la elaboracién de vino espumoso,
por el método tradicional mediante un sistema de levaduras (
Saccharomyces cerevisiae o Saccharomyces bayanus) co-inmovilizadas
de manera natural con un hongo de la especie Penicillium chrysogenum.
Las pequenas esferas asi formadas, biocapsulas, presentan una serie de
ventajas técnicas respecto a los sistemas de inmovilizacion existentes y
utilizados para un fin similar.

[0004] ESTADO DE LA TECNICA

[0005] El vino espumoso se elabora a partir de una segunda fermentacién
alcohdlica de un vino base al cual se le afade azucar y una cepa de
levadura de la especie S. cerevisiae 0 S. bayanus seleccionada para este
fin. La fermentacién del vino espumoso elaborado por el método
tradicional o 'champenoise' se realiza en el interior de botellas tipo
'‘champagne' disponibles comercialmente. Cuando la segunda
fermentacidén se completa y después de un periodo de crianza que
establece el organismo regulador de cada pais para este tipo de bebidas
alcohdlicas, las levaduras han de extraerse completamente del medio
donde han fermentado para evitar la turbidez del producto antes de su
salida al mercado. Este mismo procedimiento también se puede utilizar
para obtener otras bebidas alcohdlicas espumosas fermentadas en
botellas.

[0006] La eliminacion de la levadura cuando la crianza ha terminado es
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[0009]

complicada. Las botellas se colocan en posicion inclinada en pupitres y se
remueven repetitivamente durante un periodo sustancial de tiempo hasta
gque se consigue que los sedimentos de las levaduras se depositen en el
cuello de la botella. Posteriormente en la etapa de deguelle, el cuello se
congela, la botella se abre y los sedimentos de las levaduras congelados
salen expulsados por la presién adquirida en el interior del recipiente (6 - 7
atmésferas). El removido es una operacion larga que necesita una mano
de obra importante para cada botella ya que tiene que ser manipulada
durante muchos dias (alrededor de 24 dias).

Aunque se han disefiado sistemas automatizados de removido como los
gyropalettes™  esta operacion conlleva la ocupacion de un espacio fisico
importante en la bodega: de un 10-15 % en el caso de la clarificacion en
pupitres y de un 3-5 % en el caso del uso de un sistema automatizado.
Segun la patente FR2432045 los procesos mencionados anteriormente
pueden simplificarse. En FR2432045 las células de levaduras se
encuentran inmovilizadas en un gel de alginato calcico y se concentran en
el cuello de la botella rapidamente sin necesidad de agitacion. Segun la
patente ES8609469 (equivalente a EP0173915) las células de levadura
para la produccién de vino espumoso se inmovilizan en esferas de
alginato y posteriormente se recubren con una capa de alginato calcico
con la finalidad de asegurarse de que no se liberen células desde el
inmovilizado. Finalmente, segun la patente US5070019 se describe un
meétodo de inmovilizacién de levaduras en esferas de alginato calcico que
mejora el sistema propuesto en EP0173915, donde se asegura que no
existe liberacion de calcio al medio que pueda provocar precipitaciones
cristalinas.

Los sistemas de inmovilizacion de levaduras descritos anteriormente se
han obtenido mediante soportes artificiales. La uniéon no natural a estos
soportes puede afectar a la actividad catalitica de la levadura. La patente
ES2204316 describe el procedimiento de obtencién de un nuevo
procedimiento de inmovilizacién para levaduras basado en una
co-inmovilizacion natural y espontanea entre una levadura de la especie

Saccharomyces cerevisiae y un hongo filamentoso de la especie
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Penicillium chrysogenum sin la necesidad de soportes externos o
compuestos quimicos de unién, utilizando condiciones apropiadas para
favorecer la unién simbidtica entre los dos microorganismos.

La presente invencién proporciona un procedimiento para realizar la
segunda fermentacion alcohdlica en un recipiente adecuado para
contener un liquido a presidn, preferentemente una botella, utilizando este
nuevo sistema, biocapsulas de levadura co-inmovilizadas de forma natural
y espontanea con un hongo filamentoso de la especie Penicillium
chrysogenum, para obtener una bebida alcohdlica espumosa, en
particular vino espumoso, incluidos los cavas y champagnes. Este
procedimiento permite, una vez completada la fermentacion, retirar la
levadura utilizada de forma facil y eficaz. Asi mismo, el procedimiento
evita la utilizacién de soportes externos que puedan afectar la actividad
catalitica de la levadura y/o ceder sustancias ajenas al producto que se
desea elaborar.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencidn se refiere a un procedimiento de obtencién de una
bebida alcohdlica espumosa, caracterizado porque dicho procedimiento
comprende una etapa de fermentacién en un recipiente adecuado para
contener un liquido a presién utilizando biocapsulas que comprenden una
levadura inmovilizada en un hongo filamentoso.

La novedad de la presente invencion reside en aplicar para la elaboracién
de una bebida alcohdlica espumosa un sistema de inmovilizacion celular
que utiliza como sustrato de inmovilizacién un organismo vivo (el citado
hongo filamentoso) en lugar de un soporte fisico-quimico artificial que
puede ceder sustancias ajenas al producto que se quiere elaborar.

De acuerdo con un aspecto preferente, la presente invencion tiene lugar
en un recipiente adecuado para contener un liquido a presion que permite
la eliminacion de las biocapsulas de levadura y hongo filamentoso
sedimentadas. Preferentemente, el recipiente adecuado utilizado en el
procedimiento de la presente invencién es una botella, mas
preferentemente una botella tipo 'champagne’.

En particular, el procedimiento de la presente invencion permite suprimir
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la etapa de removido y aclareo de las botellas en la fabricacion de bebidas
espumosas, ya que la levadura de fermentacién es capaz de sedimentar
en el cuello de la botella por gravedad antes del proceso de deguelle. La
sedimentacién sin removido antes del deglelle permite un ahorro
considerable de mano de obra y tiempo, puesto que la sedimentacién de
levaduras inmovilizadas en biocapsulas es rapida.

De acuerdo con un aspecto preferente, la presente invencion se refiere a
un procedimiento de obtencion de un vino espumoso, caracterizado
porque dicho procedimiento comprende una etapa de fermentacion en un
recipiente adecuado para contener un liquido a presién utilizando
biocapsulas que comprenden una levadura inmovilizada en un hongo
filamentoso. Preferentemente, el recipiente adecuado utilizado en el
procedimiento de la presente invencién es una botella, mas
preferentemente una botella tipo 'champagne’.

De acuerdo con otro aspecto preferente adicional, la levadura
comprendida en las biocapsulas utilizadas en el procedimiento de la
presente invenciéon puede ser una levadura del género Saccharomyces,
preferentemente la levadura comprendida en las biocapsulas se elige
entre Saccharomyces cerevisiaey Saccharomyces bayanus.

De acuerdo con otro aspecto preferente adicional, el hongo filamentoso
comprendido en las biocapsulas utilizadas en el procedimiento de la
presente invencion puede ser un hongo del género Penicillium,
preferentemente el hongo filamentoso comprendido en las biocapsulas es
Penicillium chrysogenum.

El procedimiento de obtencién de biocapsulas de levadura se ha descrito
en la patente ES2204316. Sin embargo, la aplicacion de las biocapsulas
de levadura y hongo filamentoso al procedimiento de la presente
invencion hace necesario controlar el numero de levaduras que se van a
inmovilizar con el fin de asegurar un inéculo suficiente para cada
recipiente de bebida alcohdlica espumosa, preferentemente vino
espumoso, que se va a producir; es decir, asegurar una conversién
completa del azucar en CO» adquiriendo el recipiente en su interior una

presion de 6-7 atmdsferas.
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Debido a que el medio de cultivo que se usa para la co-inmovilizacién
espontanea entre el hongo filamentoso y la levadura no es utilizable por la
levadura, de acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se
prefiere que el hongo co-inmovilice un minimo de 1 x 108 células de
levadura por ml de bebida alcohdlica base en el caso de obtencién de vino
espumoso para que se formen las biocapsulas necesarias. En el caso
particular de utilizar botellas de 750 ml, este numero minimo de células de
levadura corresponde a 7,5 x 108 células por botella.

De acuerdo con otro aspecto preferente de la invencion, el hongo
co-inmoviliza una cantidad maxima de 2 x 10° células de levadura por ml
de vino base para que se formen las biocapsulas necesarias. En el caso
particular de utilizar botellas de 750 ml, este numero minimo de células de
levadura corresponde a 1,5 x 10° células por botella.

Las biocapsulas, una vez formadas, pueden recogerse en un tamiz de 0,2
mm y lavarse abundantemente con agua preferiblemente fria (entre 6°C y
12°C). El agua empleada para el lavado se recomienda parcialmente
desmineralizada o desionizada y estéril. Las biocapsulas asi resultantes
se pueden guardar sumergidas en agua destilada y estéril a una
temperatura de 4°C durante 4 semanas o incluso mas sin perder su
actividad o pueden ser inmediatamente usadas para la elaboracién de
Vino espumoso.

Para proceder a la elaboracién del vino espumoso, los materiales
necesarios se encuentran descritos en una amplia bibliografia (ver
ejemplo en: Tratado de enologia. J. Hidalgo Togores. Tomo Il, pp.:
945-994. Ediciones Mundi-Prensa, Madrid (2003).

El procedimiento segun la presente invencidon puede realizar el inéculo de
las biocapsulas en cada recipiente, preferentemente en cada botella, que
contiene el vino y azucar a fermentar mediante un embudo metalico.

Las levaduras inmovilizadas en biocapsulas pueden ser de distinto
tamano segun el tiempo y sobre todo la velocidad de agitacion orbital a la
cual se haya realizado su formacion.

De acuerdo con otro aspecto preferente, se consiguen biocapsulas de

tamano superior a 0,55 cm de diametro a una velocidad de agitacion de
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100 rpm, preferentemente manteniéndolas en agitacién durante un tiempo
minimo de 7 dias y un tiempo maximo de 14 dias. Estas biocapsulas con
tamano mayor pueden presentar fisuras en la superficie debido a un
mayor efecto de la presién en el interior en las botellas debido a su mayor
superficie de exposicidn, dando lugar a la liberacidén de parte de las
células de levadura en el medio. Para solucionar este problema los
inventores dejaron las biocapsulas mas tiempo en el medio de formacion,
preferentemente 14 dias. De esta forma se consigue un mayor desarrollo
de las hifas del hongo, repercutiendo en una mayor consistencia y
resistencia de la pared de las biocapsulas.

De acuerdo con otro aspecto preferente, se consiguen biocapsulas de
aproximadamente entre 0,45 y 0,55 cm de diametro aplicando una
velocidad de 150 rpm durante un intervalo de tiempo entre 7 y 14 dias.
De acuerdo con otro aspecto preferente, se consiguen biocapsulas de
tamano inferior a 0,45 cm de diametro con una velocidad de agitacion
orbital de 200 rpm durante un intervalo de tiempo entre 7 y 14 dias.
Aumentar el tiempo de formacion de las biocapsulas entre 10 y 14 dias
antes de su in6culo en botella mejora la compactacion del entramado de
hifas del hongo filamentoso con lo que las esferas de biocapsulas
adquiriran un aspecto liso, evitando la liberacidén de hifas al medio, es
decir al producto que se desea.

El numero de biocapsulas inoculadas en cada recipiente depende del
diametro que hayan adquirido. Asi, de acuerdo con otro aspecto
preferente de la presente invencion, el numero de biocapsulas por botella
de 750 ml segun la descripcién del proceso de la presente invencion
corresponde a: (a) 5 biocapsulas/750 ml si presentan un diametro superior
a 0,55 cm; (b) 20 2 biocapsulas/750 ml si el diametro es 0,45-0,55 cmy
(c) de 180 a 200 biocapsulas/750 ml si las esferas presentan un diametro
inferior a 0,45 cm.

De acuerdo con otro aspecto preferente de la presente invencién, las
biocapsulas utilizadas en el procedimiento descrito en la presente solicitud
de patente tienen un diametro con una dispersién maxima de 10 mm. De

esta forma todas las biocapsulas del recipiente, y preferentemente del
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mismo lote, sedimenten a la misma velocidad en la operacién de 'puesta
en punta' o clarificacion.

Las biocapsulas a lo largo del tiempo resisten el incremento de presidn
que se produce en el transcurso de la segunda fermentacién en el interior
del recipiente adecuado para contener liquidos a presidn para la toma de
espuma. Tanto las biocapsulas con un diametro igual o inferior a 0,55 cm,
como aquellas con un tamano superior a 0,55 cm que permanecen 14
dias en el medio de formacion, no sufren ningun tipo de deformacién ni
rotura. Tampoco existe una liberacion de células de levadura al medio ya
que por el efecto de la presién quedan confinadas dentro de su soporte de
inmovilizacion.

Si la fermentacién tuviera lugar en depdsitos abiertos, sin presion, las
biocapsulas liberarian las células de levadura al exterior y se enturbiaria la
matriz. Por ese motivo, el procedimiento de la presente invencién tiene
lugar en un sistema cerrado como, por ejemplo, son las botellas.

El proceso de la invencion presenta la ventaja de que ninguna sustancia
ajena perteneciente al soporte de inmovilizacion es liberada al medio, o
sea, a la bebida alcohdlica espumosa producida. Al contrario ocurre con el
uso de levaduras inmovilizadas en perlas de alginato calcico donde se ha
detectado una liberacion de calcio al medio, como se demuestra en los
estudios comparativos detallados en los ejemplos de esta invencion.

Una vez terminada la fermentacion y justo antes de la fase de deguelle,
las botellas se colocan en posicion vertical boca abajo. La invencion aqui
descrita ofrece la ventaja de una rapida sedimentacion por gravedad de
las levaduras inmovilizadas en biocapsulas: menos de dos minutos,
ahorrandose la fase de removido. Ello permite un ahorro econémico
considerable, tanto en tiempo como en mano de obra.

El proceso de acuerdo con esta invencion produce un inmovilizado de
levadura de una manera simple, que puede utilizarse para la fermentacién
de bebidas alcohdlicas espumosas, en particular vino espumoso, durante
la cual no se producen enturbiamientos del medio debidos a
precipitaciones de cristales de tartrato o malato de calcio o liberaciones de

las células de levaduras de su emplazamiento de inmovilizacion. De esta
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manera, se asegura que la bebida espumosa resultante presente un valor
de turbidez inferior a los 0,7 NTU, equivalente a un vino espumoso
transparente, listo para las etapas finales de deguielle y etiquetaje, antes
de su salida al mercado.

Las biocapsulas de mayor tamano sedimentan mas rapidamente por tener
una mayor densidad. Sin embargo, presentan una menor
superficie/volumen de intercambio de nutrientes, lo que se traduce en una
cinética fermentativa menor respecto a las biocapsulas de menor tamano.
En cambio, las biocapsulas de menor tamafo presentan una mayor
superficie/volumen de contacto y, en consecuencia, una mayor cinética
fermentativa.

De acuerdo con otro modo de realizacion preferente, las biocapsulas
utilizadas en el procedimiento de la presente invencion tienen un diametro
inferior a 10 mm, preferentemente entre 2 y 3 mm.

De acuerdo con otro aspecto preferente, el procedimiento descrito en esta
solicitud de patente se caracteriza porque la etapa de fermentacion
comprende la adicion de biocapsulas de levadura y hongo filamentoso a
un medio de fermentacion que comprende al menos vino y azucar.

De acuerdo con otro aspecto preferente, el producto obtenido por el
procedimiento de la presente invencidn se adscribe a una denominacién
de origen, las caracteristicas del vino base, azucar anadido y
caracteristicas del producto final, deberan cumplir con lo establecido en
dicho reglamento. En los ejemplos mostrados en la presente invencion se
han cumplido las disposiciones del reglamento de la Denominacion de
Origen Cava y de su Consejo Regulador (Orden 14.11.91 (BOE 20.11.91)
y modificado mediante érdenes de 09.01.92 (BOE 16.02.02), 08.07.92
(BOE 21.07.92), 06.05.93 (BOE 19.05.93), 15.09.95 (BOE 23.09.95),
06.02.98 (BOE 12.02.98) y 23.02.07 (BOE 27.02.07).

De acuerdo con otro aspecto preferente, la etapa de fermentacién
comprendida en el procedimiento de la presente invencién puede tener
lugar en un intervalo de temperatura de entre 10 °C y 16 °C.

De acuerdo con otra realizacién preferente adicional, la etapa de

fermentacién comprendida en el procedimiento de la presente invencion
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puede tener lugar en un periodo de 2 meses, aunque el tiempo de crianza
del producto elaborado antes de la fase de deglielle es, por reglamento,
de un minimo de 9 meses.

De acuerdo con otra realizacién preferente adicional, la etapa de
fermentacién comprendida en el procedimiento de la presente invencion
puede comprender sacarosa como fuente de azucar, preferentemente en
una concentracion entre 20 y 25 gl/l.

De acuerdo con otra realizacién preferente adicional, la etapa de
fermentacién comprendida en el procedimiento de la presente invencion
puede comprender un vino base con un grado alcohdlico entre 9,5 % vol.
y 11,5 % vol.

De acuerdo con otra realizacién preferente adicional, la etapa de
fermentacién comprendida en el procedimiento de la presente invencion
da lugar a un producto con un grado alcohdlico adquirido entre 10,8 % vol.
y 12,8 % vol.

De acuerdo con otra realizacién preferente adicional, el medio de reaccion
de la etapa de fermentacion comprendida en el procedimiento de la
presente invencion se caracteriza por un pH entre 28 y 3,3.

De acuerdo con otra realizacién preferente adicional, el medio de reaccion
de la etapa de fermentacion comprendida en el procedimiento de la
presente invencién se caracteriza por una acidez total minima en acido
tartarico de 5,5 g/l.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Evolucion de la velocidad de producciéon de CO» por las células
de levadura inmovilizadas en perlas de alginato calcico, biocapsulas y
células libres (testigo) obtenidas en el ejemplo 1.

Figura 2: Evolucion de la velocidad de produccion de CO» por las células
de levadura inmovilizadas en perlas de alginato calcico, biocapsulas y
células libres (testigo) obtenidas en el ejemplo 2.

Figura 3: Evolucion de la velocidad de producciéon de CO2 por las células
de levadura inmovilizadas en perlas de alginato calcico, biocapsulas y
células libres (testigo) obtenidas en el ejemplo 3.

Figura 4: Evolucion de la velocidad de produccion de CO»- por las células
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de levadura inmovilizadas en biocapsulas de diferente tamafo obtenidas
en el ejemplo 4.

Figura 5: Evolucion de la velocidad de produccion de CO»- por las células
de levadura inmovilizadas en perlas de alginato calcico, biocapsulas y
células libres (testigo) a dos temperaturas de fermentacion obtenidas en el
ejemplo 5.

EJEMPLOS

La presente invencidn se ilustra adicionalmente mediante los siguientes
ejemplos, los cuales no deben considerarse, en absoluto, como limitantes
del alcance de la invencion.

Ejemplo 1:E/aboracion de vino espumoso ‘cava'’ lote 1.

La levadura utilizada fue la cepa comercial Saccharomyces cerevisiae
QA23 comercializada por Lallemand BIO.

El vino base utilizado presenté las siguientes caracteristicas: vino de la
Denominacién de Origen Cava, mezcla de las variedades Macabeo
(28,3%), Xarel‘lo (29,2%), Parellada (25,8%) y Chardonnay (16,7%);
azucar residual: 0,3 g/L; grado alcohdlico: 11 % vol; pH: 3,06; acidez total:
5,8 g/L (expresados en g/L de acido tartarico).

Al vino base se le adicioné 22 g/l de azucar.

Para la segunda fermentacion, se utilizaron tres formatos de levadura:

1. (1) QA23 en forma de células libres.

1. (2) QA23 inmovilizadas en alginato célcico, preparado comercial con el

nombre de Proelif. Se adicionaron 1,2 g/botella.

1. (3) QA23 inmovilizadas en forma de biocapsulas, segun lo explicado en
la presente invencidn. El diametro de las esferas utilizadas fue de entre
2y 4 mm.

La concentracidon de los inéculos de cada uno de los formatos se calcul6

para que en cada una de las botellas, al inicio de la segunda

fermentacion, existiera una concentracion de 1x10° células/ml.

Las botellas se dispusieron en posicién horizontal y la segunda
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fermentacién tuvo lugar en una cava a una temperatura de 16°C. Se
siguio la evolucién de la presion de CO» a lo largo del tiempo, cuyos
resultados se muestran en la figura 1 adjunta.

Al comparar el efecto de la inmovilizacion sobre la cinética de
fermentacién, equivalente a la velocidad de produccién de CO5 por las
células de levaduras inmovilizadas y libres, se pudo comprobar que en el
caso de las levaduras libres e inmovilizadas en biocapsulas el
comportamiento fue paralelo, observando un incremento de la presion a
partir del dia 6. Sin embargo, las levaduras inmovilizadas en perlas de
alginato calcico fueron mas lentas en fermentar: se observé un incremento
de la presién a partir del dia 29. El retraso observado puede deberse a un
periodo de adaptacién mas largo al medio de fermentacidén o a fenémenos
de difusion. La duracidn del proceso en el inéculo con células libres y en
los inmovilizados en biocapsulas fue de unos 37 dias, mientras que en
alginato calcico tardé 53 dias.

La velocidad de sedimentacién se comprobd una vez terminada la
fermentacion y transcurrido un periodo de crianza en botella de un minimo
de 9 meses, reglamentarios en la Denominacion de Origen Cava. Las
levaduras incluidas en esferas de alginato tuvieron una sedimentacion
muy rapida: entre 5 y 15 segundos, segun la botella. Las incluidas en
biocapsulas fueron un poco mas lentas pero lo hicieron en menos de 2
minutos en comparacién a la sedimentacién de varios dias de las botellas
elaboradas con células libres. Asi pues, segun el ejemplo descrito sobre
esta invencidon se demuestra que el uso de levaduras inmovilizadas en
biocapsulas permite prescindir de la etapa de removido o aclareo,
pudiendo efectuar la etapa de degtielle inmediatamente.

Los datos analiticos mas representativos de los cavas una vez acabada la
segunda fermentacion, transcurridos 11 meses desde su inicio y una vez
realizado el deguelle son los que se expresan en la Tabla 1.

Tabla 1. Analisis de los cavas del ejemplo 1

CEP FOR Azic Grad pH Acide Acide Ca
A MAT ar o ztotal z (mg/L
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(0] (g/L) alcoh (g/L) volatil )
6lico (g/L)
(%
vol)
QA23 Libre 04 124 3,00 538 0,15 50
s
QA23 Algin 1,5 12,25 3,05 538 0,19 60
ato
QA23 Bioca 0,5 12,35 3,02 54 0,15 50
psula
s

El analisis enolégico del producto resultante de las tres variantes de
inéculo de levaduras mostré que el vino espumoso elaborado con
levaduras inmovilizadas en perlas de alginato presentaba un contenido de
calcio y azucar superior a los otros dos sistemas de inéculo. Ello sugiere
que los inmovilizados en biocapsulas, ademas de no liberar ningun tipo de
sustancia al medio presentaban una la capacidad fermentativa superior
respecto al otro formato de inmovilizacion testado y similar al de las
células libres.

Ejemplo 2: Elaboracion de vino espumoso ‘cava’: lofe 2.

Se reprodujo el ejemplo 1, pero en este caso se usé la cepa
Sacccharomyces cerevisiae P29 (CECT 11770), aislada en la
Denominacién de Origen Penedés.

Los resultados obtenidos fueron muy parecidos a los obtenidos con la
cepa QA23.

La figura 2 muestra la evolucion de la presidn a lo largo del tiempo. De
nuevo, los formatos de indculo de las levaduras en células libres e
inmovilizadas en biocapsulas presentaron cinéticas mas 0 menos
paralelas. El arranque de fermentacion con inmovilizados en alginato
calcico fue mas lento. La duracion total de la fermentacion, detectada a
partir del momento de la estabilizacion de la presion, fue de 27 dias para
las biocapsulas, 35 para las células libres y 63 dias para los cavas

elaborados con levaduras incluidas en perlas de alginato calcico.
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[0076] La velocidad de sedimentacion se repitié respecto al ejemplo 1.
[0077] Los parametros enoldgicos mas representativos de los cavas resultantes
aparecen en la Tabla 2.

[0078] Tabla 2. Andlisis de los cavas del ejemplo 2

[0079]
CEP FOR Azic Grad pH Acide Acide Ca
A MAT ar o ztotal z (mg/L
(0] (g/L) alcoh (g/L) volatil )
6lico (g/L)
(%
vol)
P29 Libre 0,6 124 303 54 0,177 50
s
P29  Algin 2 12,3 305 56 0,18 61
ato
P29 Bioca 0,3 1245 3,01 56 0,17 49
psula
s

[0080] De nuevo, los niveles del idn calcio y de azucar presentaban la misma
tendencia que en el ejemplo 1: mayor concentracion de calcio y azucar en
los cavas elaborados a partir de levaduras inmovilizadas en alginato
célcico.

[0081] Ejemplo 3: Elaboracion de vino espumoso ‘cava'’: lofe 3.

[0082] Se estudio el comportamiento de la misma cepa de levadura del ejemplo 2
pero partiendo de un vino base de distintas caracteristicas: vino de la
Denominacién de Origen Cava, mezcla de las variedades Macabeo
(30%), Xarel-lo (33%) y Parellada (37%); azucar residual: 0,3 g/L; grado
alcohdlico: 10,85 % vol; pH: 2,96; acidez total: 6,0 g/L (expresados en g/L
de acido tartarico). La principal diferencia respecto al vino base de los
ejemplos 1y 2 era el pH por debajo de 3,00 que presentaba este vino,
factor limitante que podia dificultar el funcionamiento de las levaduras
para realizar la segunda fermentacion.

[0083] En lafigura 3 se puede observar la evolucidn de la presion en los tres
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casos de ensayo. En el vino base de estas caracteristicas, los dos
formatos de indculo con levaduras inmovilizadas presentaron un periodo
de adaptacién al medio superior (entre 11 y 14 dias) al que presentaron
las células libres (7 dias). La segunda fermentacion terminé a los 43 dias
para el caso de las levaduras libres y se retrasé hasta los 52 dias para el
caso de las levaduras inmovilizadas en alginato y biocapsulas.

La velocidad de sedimentacién se repitid respecto al ejemplo 1y 2.

Los parametros enoldgicos mas representativos de los cavas resultantes
aparecen en la Tabla 3.

Tabla 3. Analisis de los cavas del ejemplo 3

CEP FOR Azic Grad pH Acide Acide Ca

A MAT ar (o} ztotal z (mg/L
(0] (g/L) alcoh (g/L) volatil )
6lico (g/L)
(%
vol)
P29 Libre 0,9 122 29 55 0,16 43
s
P29  Algin 29 121 297 58 0,18 56
ato
P29 Bioca 2 1215 295 54 0,18 43
psula
s

Siguiendo la misma tendencia de los otros dos ejemplos, el cava
elaborado con perlas de alginato calcico presenté concentraciones de
calcio superiores. Respecto al azucar fermentable, en los dos formatos de
inmovilizacion se detectaron concentraciones mas elevadas que en las
botellas con células libres. Igual que en los ejemplos anteriores, el formato
alginato fue el que contenia mayor cantidad.

Ejemplo 4. Elaboracion de vino espumoso ‘cava’ con biocdpsulas de
distinto tamario.

Se emplearon biocapsulas obtenidas a partir de S. cerevisae cepa P29 y
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Penicillium chrysogenum. La velocidad de agitacién orbital, segun el
procedimiento de obtencion de biocapsulas, se varié para conseguir
esferas de distinto tamano.
[0091]
+ esferas entre 0,6 y 1 cm de diametro a una velocidad de agitacion de
100 rpm
+ esferas entre 0,55 y 0,45 cm de diametro aplicando una velocidad de
150 rpmy
+ entre 0,2 y 0,3 cm de diametro con una velocidad de agitacién orbital
de 200 rpm.
[0092] El vino base de partida para la elaboracion de cava fue el mismo que el
del ejemplo 1y 2, al que se anadié 22 g/L de azucar.
[0093] EIl numero de biocapsulas inoculadas en cada botella dependié de su
diametro: (a) 5 biocapsulas/750 ml si presentaban un diametro superior a
0,5 cm; (b) 20 + 2 biocapsulas/750 ml si el diametro es aproximadamente
de 0,5 cm, y (c) de 180 a 200 biocapsulas/750 ml si las esferas presentan
un diametro inferior a 0,5 cm.
[0094] Con este numero de biocapsulas se aseguraba un inéculo de 1x108
células/ml de vino base.
[0095] La segunda fermentacién tuvo lugar a una temperatura estable de 14°C.
[0096] En lafigura 4 se muestra la velocidad de fermentacién de algunas botellas
representativas de estos lotes. En ella se puede comprobar que las que
tuvieron mejor cinética de fermentacién fueron las correspondientes a los
inéculos con biocapsulas de menos de 0,5 cm de diametro, en segundo
lugar la botella con esferas de aproximadamente 0,5 cm de diametro y por
ultimo la que se inoculd con biocapsulas de mayor tamano. Este
comportamiento puede explicarse por la relacién superficie/volumen vy el
numero de esferas en cada botella: las botellas que contenian mas
biocapsulas aunque de mas pequefio tamafno presentaban una mayor
superficie de contacto (y por tanto, de intercambio de nutrientes) con el
medio a fermentar.
[0097] Asi pues, la presente invencion hace referencia a distintas velocidades de

toma de espuma, o de segunda fermentacién, dependiendo del tamano
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aplicado de inmovilizados de levaduras en biocapsulas.

Las pruebas de sedimentaciéon mostraron que las biocapsulas con un
diametro superior a 0,5 cm sedimentaban en el cuello de la botella a los 8
segundos, las botellas que contenian biocapsulas de 0,5 cm de diametro
sedimentaban totalmente entre 15 y 20 segundos y las de menos de 0,5
cm lo hacian entre 40 y 45 segundos.

Ejemplo 5: E/laboracion de vino espumoso ‘cava' con biocdpsulas a dos
temperaturas de fermentacion.

El procedimiento de esta experiencia presenta los mismos condicionantes
que los del ejemplo 2: cepa S. cerevisae P29, vino base descrito en el
ejemplo 1y tres formatos de inoculacion de levaduras descritos también
en el ejemplo 1.

La variable a experimentar fue la influencia que podia tener una
temperatura de segunda fermentacion considerada limite: 10°C, frente a
una temperatura estandar: 14°C.

En la figura 5 se representan las cinéticas fermentativas de los 6 casos
estudiados. En ambas temperaturas, las levaduras inmovilizadas en
biocapsulas y las levaduras libres tuvieron un comportamiento paralelo,
evolucionando a la misma velocidad. Los indculos de levadura en formato
de perlas de alginato calcico presentaron un retraso tanto al inicio como al
final de la fermentacion respecto a los otros dos casos tanto a 10°C como
a 14°C.

Por lo tanto, la presente invencién muestra que las levaduras vinicas
inmovilizadas en biocapsulas pueden fermentar perfectamente a
temperaturas limites, comportandose de igual manera que la inoculacion

tradicional de levaduras en forma libre.
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1. Procedimiento de obtencién de una bebida alcohdlica espumosa,
caracterizado porque dicho procedimiento comprende una etapa de
fermentacién en un recipiente adecuado para contener un liquido a presion
utilizando biocapsulas que comprenden una levadura inmovilizada en un
hongo filamentoso.

2. Procedimiento segun la reivindicacién 1, caracterizado porque el recipiente
adecuado para contener un liquido a presién es una botella.

3. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
caracterizado porque la bebida alcéholica espumosa es un vino espumoso.

4. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
caracterizado porque la levadura se elige entre Saccharomyces cerevisiaey
Saccharomyces bayanus.

5. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
caracterizado porque el hongo filamentoso es Penicillium chrysogenum.

6. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5,
caracterizado porque se adiciona una cantidad de biocapsulas adecuada para
qgue numero minimo de células de levadura sea 1 x 108 células/ml de vino
base.

7. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
caracterizado porque las biocapsulas tienen un diametro con una dispersion
maxima de 10 mm.

8. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
caracterizado porque las biopcapsulas tienen un diametro inferior a 10 mm.

9. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
caracterizado porque la etapa de fermentacién comprende la adicién de
biocapsulas de levadura y hongo filamentoso a un medio de fermentacién que
comprende al menos vino y azucar y se realiza dentro de una botella

herméticamente cerrada.
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