mna
") Reduca (Biologia). Serie Microbiologia. 7 (1): 1-14, 2014.
- ISSN: 1989-3620

Microbiologia del proceso de vinificacion:
seleccion de levaduras Saccharomyces cerevisiae autdctonas
con Optimas propiedades enoldgicas

Ignacio Belda. Eva Navascués. Alejandro Alonso.
Domingo Marquina. Antonio Santos.

Departamento de Microbiologia-Ill. Facultad de Ciencias Bioldgicas
Universidad Complutense de Madrid. C/ José Antonio Novais, 12. 28040-Madrid
ignaciobelda@ucm.es enavascues@agrovin.com raalonso@ucm.es
dommarg@ucm.es ansantos@ucm.es

Resumen: la industria enoldgica persigue la busqueda continua de cepas de levadura
para el desarrollo 6ptimo de sus procesos de fermentacién dirigidos. El aislamiento de
cepas autdctonas de levadura Saccharomyces cerevisiae se impone como una opcidon muy
favorable que nos permite complementar las ventajas del uso de levaduras seleccionadas
como indculos frente a los procesos de fermentacion espontanea, con las propiedades
mas apreciadas de éstas aportadas por la microbiota autéctona asociada a ellas. En la
seleccion de cepas de S. cerevisiae para su uso en procesos dirigidos de fermentacién se
hace necesaria la caracterizacion de las propiedades enolédgicas mas relevantes, tanto
fermentativas, como tecnolégicas y sensoriales.

Palabras clave: Saccharomyces cerevisiae. Elaboracién de vino. Fermentacion
espontanea/dirigida. Levaduras autdctonas.

MICROBIOLOGIA DEL PROCESO DE VINIFICACION

Recientes estudios afirman que el origen de la elaboracidn de vino se remonta a las
mas antiguas civilizaciones mediterraneas (afio 7000 a.C.) (Terral et al., 2010). A pesar de
ello, el concepto de levadura como microorganismo responsable de llevar a cabo la
fermentacién no fue desarrollado hasta finales del siglo XIX con los trabajos de Pasteur y
otros investigadores, que revelaron por primera vez la actividad microbiana que subyace
detrds del proceso de fermentacién. Con el conocimiento de que las levaduras eran las
responsables de la biotransformacion del mosto (compuesto principalmente por glucosa
y fructosa) en alcohol y didxido de carbono, la vinificacion comenzd a ser un proceso
controlable desde la vifia hasta el embotellado (Chambers y Pretorius, 2010).

Mas tarde, con el avance de las técnicas microbiolégicas, Miiller-Thurgau (1890)
introdujo el concepto de fermentacion inoculada con cultivos puros de levaduras
seleccionadas. Como resultado, la calidad y la cantidad de vino producido fueron
ampliamente mejoradas (Rodriguez, 2007).
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Las levaduras, en la actualidad, tienen funcién en muchos procesos tecnoldgicos e
industriales. En las fermentaciones vinicas interviene un gran nimero de especies de
levaduras a lo largo de todo el proceso, sin embargo son las del género Saccharomyces, y
en particular Saccharomyces cerevisiae, las que lo llevan a término (Torok et al., 1996).

El vino puede definirse como la bebida obtenida de la fermentacién alcohdlica,
completa o parcial, de la uva o su mosto. Se trata de un producto variable que, aunque se
ajusta en todos los casos a esta definicion, muestra una gran heterogeneidad
dependiendo de:

e La uva: variedad de Vitis vinifera de la cual procede, grado de maduracion y
estado fitosanitario.

e Proceso tecnolégico de elaboracion: referido tanto a las instalaciones
bodegueras como a los tratamientos enolégicos empleados en el mosto o el
vino terminado.

e Agentes fermentativos: fundamentalmente, las levaduras que llevan a cabo la
transformacién. Pueden proceder de la microflora natural presente en el
hollejo de la uva (fermentaciones espontdneas) o de indculos seleccionados en
el caso de fermentaciones biolégicas controladas, en las que se conoce la
naturaleza y fisiologia de las especies y/o cepas que propician el proceso de
vinificacion.

Conforme avanza el conocimiento sobre el vino, a través de la funcionalidad de
sus levaduras y su posible control biotecnolégico, han surgido nuevas lineas de
investigacion aplicada que pretenden mantener, en una escala de trabajo industrial, el
equilibrio biolégico inherente a la naturaleza del proceso de vinificacion. Todo ello
mediante un exhaustivo conocimiento de sus bases fisiolégicas y bioquimicas (Fleet,
2008).

De los 100 géneros de levaduras, representados por unas 700 especies, tan solo 13
géneros estan relacionados con los proceso de vinificacion: Candida, Cryptococcus,
Debaryomyces, Hanseniaspora (y su anamorfo Kloeckera), Kluyveromyces,
Metschnikowia, Pichia, Rhodotorula, Saccharomyces, Saccharomycodes,
Schizosaccharomyces y Zygosaccharomyces (Kurtzman y Fell, 1998).

La microbiota que encontramos inicialmente en un mosto que va a ser fermentado
depende de factores propios tanto de la uva como de la bodega. El método de recogida
de la uva y su transporte, asi como su temperatura, condicion fitosanitaria y estado de
maduracién afectan a la flora microbiana propia de la uva. En cuanto a la influencia de la
bodega en la microbiota del mosto, la adicién de sulfitos, los tratamientos enzimaticos, el
método de clarificaciéon y, sobre todo, la adicion de cultivos iniciadores determinan
también su poblacion (Pretorius et al., 1999; Pretorius, 2000).
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Durante la fermentacién espontdnea de los mostos se produce una sustitucion
secuencial de distintas especies de levaduras (Fig. 1). Inicialmente, cuando el grado
alcohdlico es bajo, predominan las levaduras apiculadas, productoras de bajo grado
alcohdlico que pueden producir importantes concentraciones de acidos y otros
compuestos volatiles. Predominan los géneros Hanseniaspora/Kloeckera, Candida,
Rhodotorula, Kluyveromyces y Pichia (Hansenula) (Fleet y Heard, 1993). Estas levaduras
aseguran el inicio de la fermentacién aunque son muy sensibles al anhidrido sulfuroso, de
manera que su participacion es reducida cuando las vendimias han sido muy sulfitadas.
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Figura 1. Esquema representativo de la dinamica de poblaciones en un proceso espontaneo de
fermentacion.

La presion selectiva a lo largo del proceso fermentativo (disminucion gradual de los
nutrientes y aumento de la concentracién de alcohol en el medio, principalmente)
determina la sucesién de las poblaciones microbianas en el vino. Se favorece el dominio
de aquellas especies que presentan el metabolismo fermentativo mas eficiente,
principalmente S. cerevisiae, junto con una mayor resistencia al grado alcohdlico. Por ello,
esta especie suele ser la que lleva a cabo la mayor parte del proceso fermentativo
(Pretorius, 2000).

En un proceso de vinificacion la contribucidon de una levadura a las caracteristicas
organolépticas finales del vino puede deberse a diferentes aspectos (Henschke, 1997;
Swiegers et al., 2005): la liberacidn de etanol y otros solventes al medio que favorecen la
extraccién de los componentes aromaticos contenidos en la uva, la produccién de una
gran variedad de metabolitos aromaticos (alcoholes, ésteres, aldehidos, compuestos
volatiles sulfurados, etc.) o la liberacién de enzimas capaces de transformar compuestos
aromaticamente neutros de la uva (los denominados precursores) en compuestos
aromaticos.

La importancia de la funcion de las levaduras y su influencia en la composicién
guimica de los vinos queda probada a través del estudio de fermentaciones que, siendo
llevadas a cabo por diferentes cepas de S. cerevisiae y utilizando una misma variedad de
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mosto, muestran una gran variabilidad en los compuestos generados (Fig. 2). Este hecho
indica que la calidad final de un vino es el resultado de la interaccion entre la levadura y el
mosto de uva (Alvarez-Pérez et al., 2012; Loscos et al., 2007; Swiegers et al., 2007;
Ugliano et al., 2006). Asi, el empleo de diferentes cepas de S. cerevisiae permite obtener
vinos con diferentes composiciones quimicas (variaciones en la produccion de glicerol,
etanol o acido acético) (Regodon et al., 2006), asi como perfiles sensoriales y aromaticos
distintos (Alvarez-Pérez et al., 2012).

Fermentacion
con cepa’a’

Fermentacion /\ N /
concepa’b” \

Mosto de uva

Fermentacion
con cepa“c”

Figura 2. Influencia de las distintas cepas de S. cerevisiae empleadas como inéculo en la composicion
quimica y las propiedades sensoriales del vino.

Fermentaciones espontdneas Vs. Fermentaciones dirigidas

Desde sus origenes, el vino se ha elaborado a través de la microbiota natural
presente en la superficie de la uva y asociada a las superficies de las instalaciones de la
bodega (tanques, conducciones, barricas, etc.) (Pretorius, 2000). Hasta finales del siglo
XIX, en las bodegas se prescindia del uso de cultivos puros de levadura como inéculo en
las fermentaciones. El botanico y endlogo Miiller-Thurgau fue el que, en 1890, introdujo
el método de inocular el mosto con levaduras iniciadoras y anos mas tarde, a mediados
de la década de 1960, aparecieron en el mercado las primeras Levaduras Secas Activas
(LSA) como inéculos para vino (del inglés, ADWY, “Active Dry Wine Yeast”).

Hoy en dia existe toda una industria dedicada a la busqueda, caracterizacion,
produccién y comercializaciéon de cultivos seleccionados de S. cerevisiae como indculos
para procesos controlados de fermentacion. En las fermentaciones dirigidas debe
garantizarse la dominancia del inéculo seleccionado respecto a las especies nativas
presentes en el mosto natural. Para ello es necesario alcanzar tasas de indculo entre
1x10° — 3x10° ufc/mL (Fugelsang, 1997). Estos valores pueden verse incrementados si las
condiciones de los mostos son particularmente restrictivas.
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Las fermentaciones espontdneas son cada vez menos frecuentes en la industria del
vino debido a las exigencias que el mercado impone en términos de reproducibilidad y
trazabilidad del proceso de elaboracion. Sin embargo, aun hoy existen bodegas que
asumen los riesgos asociados a las fermentaciones espontaneas, con las consecuentes
variaciones entre fermentaciones de la misma vendimia y por supuesto entre las de
diferentes afiadas. La razén de optar por estas fermentaciones naturales se debe a la
creencia de que los vinos obtenidos utilizando las levaduras asociadas a los propios
vifiedos cuentan con un estilo distintivo y un toque de calidad. Parece légico pensar que
un vino obtenido con una mezcla de diferentes levaduras dara como resultado un vino
con unas caracteristicas sensoriales complejas y diferenciadas. Generalmente estos vinos
se caracterizan por un aumento en la cantidad de ciertos compuestos que influyen en el
aroma (glicerol y otros polioles), producidos por las levaduras indigenas a través de la
fermentacién gliceropirdvica, que tiene lugar en las fases iniciales de la fermentacién
(Flanzy, 2003).

Sin embargo, en un proceso de produccién de vino a gran escala se debe asegurar
que el proceso de fermentacién sea seguro y reproducible, de modo que el producto
obtenido presente ciertas propiedades organolépticas y un grado de calidad
preestablecido. Esto sélo es posible mediante el empleo de levaduras seleccionadas que
presenten las caracteristicas apropiadas para la obtencién de un vino de calidad
(Pretorius, 2000).

En el proceso de seleccién de levaduras como iniciadoras de fermentacidn se deben
tener en cuenta, ademas de unas caracteristicas fermentativas apropiadas, una total
adaptacion a las caracteristicas del mosto, asi como a los requerimientos técnicos de la
bodega en cuestién (instalaciones, pretratamientos, etc.). La seleccién de cepas de
levadura procedentes de vifiedos de la zona permite mantener las cualidades de las
fermentaciones espontdneas de la zona, con la seguridad y reproducibilidad que
requieren las fermentaciones industriales (Alvarez-Pérez et al., 2012). Un proceso de
seleccion adecuado no solo garantizard un proceso de fermentacién exitoso, si no que
contribuira a la produccién de vinos con caracteristicas sensoriales marcadas y
diferenciadas propias de cada regidn vitivinicola.

SELECCION DE LEVADURAS DE VINIFICACION

El predominio de las especies de Saccharomyces y su especial relevancia en el éxito
del proceso de vinificacidon ha provocado que la tecnologia de los cultivos iniciadores se
desarrollara, en inicio, exclusivamente en torno a estas especies (Degre, 1993). A la hora
de innovar en cuanto a nuevas cepas iniciadoras de fermentacién existen dos
posibilidades: la seleccion natural de nuevas cepas y la mejora genética de las ya
existentes. La seleccidn natural implica la busqueda de levaduras directamente en las
uvas y vifiedos, asi como en las fermentaciones espontdneas. Logicamente, posterior al
aislamiento, es necesario un proceso de caracterizacidon enoldgica que asegure un buen
comportamiento de cara a su uso (Fleet, 2008).
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La otra posibilidad pasa por la ingenieria genética. Esta permite modificar un
microorganismo para mejorar sus propiedades o para eliminar aquellas que pudieran ser
perjudiciales (Giudici et al. 2005; Pretorius 2000). Sin embargo, la normativa legal en
términos del uso de técnicas recombinantes de ADN en la industria alimentaria exige
etiquetado. Esto, sumado a la oposicidon generalizada en los consumidores al consumo de
productos producidos por Organismos Modificados Genéticamente (OMG) ha
determinado la actual escasez de estos organismos en la industria alimentaria y en
especial en la del vino (Schuller y Casal, 2005).

Dentro del uso de levaduras seleccionadas, actualmente parece reconocerse que
los mejores resultados se obtienen con levaduras autdctonas, es decir, aisladas y
seleccionadas de los mostos y vinos de la misma regién en la que posteriormente van a
ser empleadas (Capece et al., 2010, Lopes et al., 2002). De esta manera, sumamos a las
propiedades mas apreciadas de las fermentaciones espontdneas, los beneficios del uso
de levaduras seleccionadas.

La seleccion de cepas autdctonas se lleva a cabo analizando un gran nimero de
cultivos puros aislados de fermentaciones espontaneas de mostos de la regidn vitivinicola
correspondiente. Aquellas cepas que, una vez aisladas y usadas como indculo en
fermentacion, presenten las mejores caracteristicas enoldgicas, podran ser seleccionadas
(Sudrez-Lepe, 2007). Estas caracteristicas, utilizadas como criterios de seleccidon pueden
dividirse en tres bloques (Fig. 3).

Propiedades fermentativas

Propiedades tecnoldgicas

Propiedades sensoriales

Inicio rapido de fermentacion
Alta eficiencia fermentativa

Torelancia al etanol

Rendimiento alcohdlico
moderado
Rango 6ptimo de temperatura

Produccién de biomasa
moderada

Estabilidad genética
Tolerancia al SO2

Escasa produccién de
acetaldehido
Escasa produccién de espuma

Capacidad de floculacion

Factor killer

Escasa demanda de nitrégeno

Baja formacién de H2S
Baja produccion de acidez volatil

Produccion de glicerol
Consumo de acido malico
Produccion de ésteres volatiles

fermentativos

Rotura de precursores
glicosidicos y tidlicos

Facilidad de autolisis (liberacion
de manoproteinas)

Figura 3. Propiedades valorables como criterios de seleccion de cepas de levadura con propiedades

enoldgicas 6ptimas.

Aislamiento de cepas de S. cerevisiae

En el proceso de fermentacién de los vinos la densidad disminuye conforme los
azucares del mosto se convierten en alcohol etilico. La evolucion de los valores de
densidad puede relacionarse inversamente con el grado alcohdlico que adquiere el vino
en la fermentacion. Podemos considerar que a partir de valores de concentracion
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alcohdlica de 3-4 % de etanol, aproximadamente, la poblacion de levaduras estd
fundamentalmente compuesta por S. cerevisiae (Alvarez-Pérez et al., 2012; Pretorius,
2000). La realizaciéon de una seleccion ecoldgica, a estos tiempos avanzados de
fermentacién permite obtener aislamientos que, con seguridad, pertenezcan a la especie
S. cerevisiae. Ademas, la persistencia o nivel de implantacidon de las cepas conforme
avanza la fermentacién es un factor positivo para su seleccién. Esta es otra ventaja de la
seleccion ecoldgica a tiempos avanzados de fermentacion que garantiza una buena
implantacién y la persistencia de la cepa en procesos dirigidos de fermentacién.

Existen diferencias “intra-vifiedo” entre las poblaciones de levaduras que pueden
ser aisladas del mosto o vino en fermentacion de diferentes parcelas del mismo vifiedo.
Estas diferencias también han sido encontradas entre fermentaciones de mostos
idénticos llevadas a cabo en tanques diferentes (Setati et al., 2012). Por ello, para llevar a
cabo un aislamiento significativo de la poblacién de cepas de levaduras, es interesante el
estudio de diferentes fincas y fermentaciones de una misma bodega.

Identificacion de levaduras a nivel de especie y caracterizacion intraespecifica de cepas
de S. cerevisiae

Como se ha comentado anteriormente, la realizacidn de aislamientos a tiempos de
fermentacién avanzados, cuando la concentracién de etanol en el medio es superior al
4%, garantiza en gran medida que esos aislamientos pertenezcan a la especie S.
cerevisiae. Sin embargo, existen técnicas moleculares que nos permitirian aseverar la
especie de dichos aislamientos.

Actualmente, el sistema de identificacion de levaduras a nivel de especie que
ofrece mayor fiabilidad es la secuenciacién de los dominios D1-D2 del ADNr 26S. Se trata
de dos cortas regiones proximas al extremo 5’ del gen y evolutivamente muy conservadas
(Fig. 4). Cuando al secuenciar esta regidon encontramos una homologia igual o superior al
99% con secuencias depositadas en bases de datos (Kurtzman y Robnett, 1998), una
levadura puede ser identificada como perteneciente a una especie determinada.

Cabe citarse también el analisis de polimorfismos de restriccidon de la regién 5,8S-
ITS (RFLP-5,8-ITS) como método de identificacion de levaduras a nivel de especie. Esta
técnica consiste en amplificar por PCR la regién del ADNr 5.85-ITS, esto es el gen 5.8S y las
regiones intergénicas ITS1 e ITS2 (Fig. 4). Una vez amplificada esta region, el producto de
PCR es digerido con distintas enzimas de restriccion y los fragmentos obtenidos
separados por electroforesis en geles de agarosa para determinar su tamano. Por tanto
se estudia el patrén obtenido para cada caso.

Mediante esta técnica y en funcién de los tamafios obtenidos con cada enzima es
posible identificar a nivel de especie un gran nimero de levaduras diferentes. Para las
especies pertenecientes al género Saccharomyces el tamaiio del amplicdn corresponde a
850 pb. Con el objetivo de simplificar el método de identificacién, se puede recurrir,
Unicamente, a tres digestiones con las enzimas de restriccidon Haelll, ScrFl y Accl (Gonzalez
et al., 2006).
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Figura 4. Esquema de la organizacion tipica de los genes ribosomales en levaduras, usados para su
identificacion a nivel de especie por técnicas de PCR.

Una vez identificada una levadura como perteneciente a la especie S. cerevisiae se
hace necesaria una técnica que nos permita distinguir los diferentes individuos a nivel de
cepa. Entre las técnicas mas empleadas pueden destacarse el analisis del polimorfismo de
restriccion del ADN mitocondrial (RFLP-ADNmt) (Vezinhet et al., 1990; Lopes et al., 2006),
el estudio de patrones de amplificacion generados por amplificacién al azar de ADN
polimérfico (RAPD) (Williams et al., 1990), la amplificacion de elementos interdelta
(Legras y Karst 2003) o la amplificacion de zonas repetitivas del genoma (microsatélites y
minisatélites) (Lieckfeldt et al., 1993).

Caracterizacion enoldgica de cepas de levadura vinicas

Una vez identificadas las distintas cepas de levadura S. cerevisiae se hace necesario
el andlisis de sus propiedades fermentativas, asi como del resto de caracteristicas de
interés enolégico (Sudrez-Lepe, 2007). Como ya se comentd anteriormente, podriamos
definir tres bloques de propiedades a tener en cuenta: propiedades fermentativas,
propiedades tecnoldgicas y propiedades sensoriales (Fig. 3).

Para la valoracion de estos parametros es necesario llevar a cabo un trabajo, a
escala de laboratorio, que permita determinar con rigor las propiedades enoldgicas de las
distintas cepas de levadura estudiadas. Para ello se realizan a cabo microvinificaciones
(fermentaciones a escala de laboratorio) usando mosto de uva como medio de cultivo a
diferentes temperaturas de fermentacion en funcién del tipo de vinificacion para el que
vayan a ser destinadas las levaduras seleccionadas. Para la valoracién de otras
propiedades tecnoldgicas o pardmetros sensoriales como puedan ser el factor killer o la
produccién de acido sulfhidrico (H,S) es necesario realizar ensayos especificos al margen
de las microvinificaciones.

El aislamiento de cepas de fermentaciones espontaneas en bodega garantiza ya la
existencia de algunas de esas propiedades, como pueda ser la tolerancia al etanol o la
resistencia al SO,. La realizacidon de un proceso de “seleccidn ecoldgica” de las levaduras,
aislando a éstas exclusivamente de fermentaciones cuyo desarrollo e impresiones finales
de cata hayan sido buenas facilitara una desviacion del aislamiento hacia cepas que, con
mayor probabilidad, presentes buenas propiedades enoldgicas.

Para la seleccion de cepas de levadura para su uso como indculos en procesos de
vinificacidn han de caracterizarse las propiedades fisioldégicas con mayor impacto en el
desarrollo de las fermentaciones.
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Consumo de azucares: El agotamiento de los azlcares presentes en el mosto es
un criterio imprescindible para la selecciéon de una cepa de levadura vinica. Las
levaduras han de ser capaces de consumir en un tiempo razonable los azucares
del mosto, garantizando que el proceso de vinificacion llegue a término. Para el
estudio del consumo de azlcares se valoraran las concentraciones de glucosa y
fructosa residuales en las microvinificaciones llevadas a cabo por las distintas
cepas.

Rendimiento alcohdlico: El rendimiento alcohdlico es una propiedad a tener
muy en cuenta para la eleccién de la levadura que sea adecuada a las
particularidades de cada fermentacién vinica. Se define el rendimiento
alcohélico como el consumo de azucares (medido en g/l) requerido por una
cepa de levadura para la produccion de un 1% de alcohol etilico. Asi, levaduras
con rendimientos alcohdlicos bajos requerirdn un alto consumo de azucar para
la produccién de etanol, siendo idéneas para vendimias muy maduras con un
alto contenido en azlcares o en la elaboracidn de vinos con contenido
alcohdlico moderado. Por el contrario, las levaduras con un rendimiento
alcohdlico alto seran las de eleccién para la fermentacidon de vendimias con
baja concentracidn de azucar, ya que serdn capaces de producir la cantidad de
etanol deseada con menores recursos fermentables.

Produccién de acido acético: La generacidn de una excesiva acidez volatil en
procesos de vinificacion, compuesta en un 90% por acido acético, va en
detrimento de la calidad organoléptica del producto final, generando vinos con
gusto avinagrado. Por ello, se buscan cepas que muestren valores de
produccién de acidez volatil reducidos (0,2-0,4 g/l).

Actividad sulfito reductasa: La formacién de H,S en fermentacién es el origen
de los problemas de reduccidn en vinos. Su aparicidn genera problemas en las
propiedades organolépticas del producto, confiriendo a éste olores
desagradables asociados a huevos podridos. Son las levaduras,
fundamentalmente S. cerevisiae, las principales responsables de la aparicion
del H,S en los vinos (Acree et al., 1972; Giudici y Kunkee, 1994; Jiranek et al.,
1995). Por ello, se hace necesaria la busqueda de cepas que generen
cantidades minimas o nulas de H,S durante la fermentacion.

La valoracion de la produccién de acido sulfhidrico puede realizarse por varios
métodos. Los mas habituales son: la deteccién en agar Biggy o el uso de acetato
de plomo como detector del (H,S) en el gas de cabeza de fermentaciones en
recipientes cerrados (Linderholm et al., 2008)

Factor killer: El fenotipo killer en una cepa de levadura vinica otorga a ésta una
ventaja competitiva en procesos industriales frente a las cepas sensibles de su
misma u otras especies. La ausencia de factor killer en las levaduras iniciadoras
en procesos de fermentacién controlados puede poner en peligro la
implantacion de las mismas durante el proceso de vinificacion. Por ello, la
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busqueda de levaduras productoras de toxina killer, se suma al resto de
parametros analizados para la seleccién de levaduras con propiedades
enoldgicas 6ptimas.

Para la determinacién del factor killer de las levaduras se realizan pruebas de
inhibicidn del crecimiento de la levadura estudiada frente a una cepa control
con fenotipo sensible a la toxina killer (Marquina et al., 2002).

Metabolismo del nitrégeno: En el estudio de cepas vinicas de levadura los
anadlisis de parametros relacionados con el nitréogeno se realizan a modo de
control de un correcto metabolismo fermentativo. Niveles bajos de Nitréogeno
Facilmente Asimilable (NFA) en los vinos resultantes de la fermentacién
realizada por una determinada cepa suelen ir ligados a buenos datos de
azucares residuales en el vino (consumo de azuUcares). Por el contrario,
podemos encontrar valores altos de NFA residual en fermentaciones cuyas
levaduras no han sido capaces de agotar el total de azucares en el mosto
(vinificaciones inacabadas) o bien, en fermentaciones en las que ha habido un
exceso de lisis celular.

Una excesiva demanda de recursos nitrogenados puede llegar a ser un
inconveniente en fermentaciones con mostos pobres en nutrientes obligando al
suministro de elevadas cantidades de complementos nutricionales. Por ello, en los
procesos de seleccidn se destacan aquellas cepas cuyos consumos de nitrégeno
en fermentacién son moderados.

Metabolismo del acido malico: El comportamiento de las distintas cepas de
levadura respecto al metabolismo del acido malico es un factor importante a
tener en cuenta en un proceso de seleccidn autdctona de levaduras, en funcién
de la situacidn geografica de la regidn vitivinicola en la que éstas vayan a ser
utilizadas. Asi, en regiones cdlidas como pueda ser la gran mayoria de la
peninsula ibérica, y en concreto la region de cuyos mostos se han extraido las
levaduras de este estudio, la falta de acidez en los vinos es un problema que se
traduce en una rapida evolucion de los vinos una vez embotellados. Por ello, en
este tipo de regiones, la busqueda de cepas de levadura respetuosas con el
contenido inicial en acido malico del mosto tiene especial interés.

Los ensayos de microvinificacion pueden realizarse a diferentes temperaturas de

fermentacion. Las fermentaciones a 282C, como temperatura preferente de
crecimiento de las levaduras nos permiten conocer las propiedades potenciales de las
cepas analizadas. Paralelamente pueden analizarse temperaturas inferiores (16-202C),
como temperatura habitual de fermentacién en vinos blancos o rosados para conocer
el comportamiento de las cepas aisladas a la temperatura de fermentacidn en este tipo
de vinos.

Una vez caracterizadas estas propiedades enoldgicas basicas, ha de valorarse la

capacidad de las diferentes cepas de levadura S. cerevisiae para la liberacion de
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compuestos aromaticos derivados de su metabolismo. La actividad metabdlica de las
levaduras tiene una implicacién directa en la generaciéon de compuestos odorantes en el
vino que determinard el perfil aromatico del producto final. De los tres bloques de
aromas que podemos identificar en la elaboracién de un vino, aromas varietales, aromas
fermentativos y aromas terciarios o de envejecimiento, las levaduras tienen relacién con
los dos primeros. Los aromas varietales son aquellos que proceden de la uva y que en ella
se encuentran conjugados en forma no olorosa (glicosilados, unidos a aminodcidos como
la cisteina, etc.). La actividad enzimatica de las levaduras, tanto S. cerevisiae como otras
especies de diferente género (Torulaspora, Kluyveromyces, Rhodotorula, por ejemplo) es
responsable de la hidrdlisis de estos conjugados permitiendo la liberacidén de compuestos
aromaticos como terpenos, alcoholes o aldehidos.

Para la valoracién de la liberacidon en fermentacién de estos compuestos y de los
componentes del aroma secundario o fermentativo derivados de la fermentacion
alcohdlica y maloldctica se hace necesario su identificacion y cuantificaciéon por métodos
de cromatografia de gases. Mediante técnicas de cromatografia de gases y
espectrometria de masas (GC/MS) es posible valorar el perfil de compuestos volatiles
presentes en un vino. Con la aplicacion adicional de una técnica de olfatometria (GC/O)
sumada a la cromatografia de gases podremos identificar los compuestos de la muestra
relevantes para el aroma (Fig. 5).

floral

acetato de etilo ° herbaceo
®
2
[1+]
g x . -
5 acetico® * citrico
0
) 2
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Figura 5. A. Representacion grafica del patron de compuestos volatiles obtenido por cromatografia
GC/MS. B. Diagrama de “arafia” en el que se representa la percepcion de diferentes compuestos
aromaticos volatiles separados por cromatografia de gases y detectados por olfatometria.

Como conclusion, podemos decir que una vez caracterizadas las propiedades
enoldgicas de una amplia variedad de cepas de S. cerevisiae, las particularidades de los
mostos y vinos de cada bodega determinaran la eleccion de una u otra cepa, en funcién
de las caracteristicas distintivas que quiera ofrecer cada endlogo otorgando su toque de
distincion al producto que saldra al mercado. El aislamiento y estudio de cepas de
levaduras autéctonas permite sumar a los beneficios del uso de levaduras seleccionadas
en términos de seguridad en el desarrollo de la fermentacién, las propiedades mas
apreciadas de las fermentaciones espontaneas de cada region, en las que la microbiota
levaduriforme asociada otorgaba a los vinos de cada region caracteristicas propias
genuinas.
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