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RESUMEN

En los ultimos 20 afios, el uso extendido de levaduras seleccionadas ha aumen-
tado la fiabilidad de la fermentacién y ha mejorado la calidad general de los vinos.
Gracias a la variedad de cepas de levadura comercialmente disponibles, el endlogo
tiene acceso hoy en dia a una amplia seleccion de herramientas para el control de
la fermentacion alcohdlica. Sin embargo, a pesar de las innumerables soluciones
ofrecidas a los profesionales, se utiliza generalmente en bodega solo el género Sa-
ccharomyces.

De hecho, el efecto sobre el perfil sensorial de la fermentaciéon con especies
no-Saccharomyces ha sido subestimado al no ser bien conocidas. Estas cepas de le-
vadura han demostrado ser muy interesantes para corregir ciertos defectos analiticos
del vino, pero sobre todo para intensificar y mejorar sus propiedades sensoriales. En
particular, las especies Torulaspora delbrueckii y Candida stellata han sido estudia-
das en detalle por sus aportaciones sensoriales durante la fermentacion alcohdlica.

Con el objetivo de tomar en consideracion estos avances cientificos y de poner
a disposicion de los endlogos, en un mercado viticola cada vez mds tecnologico,
las herramientas apropiadas para un planteamiento innovador de la vinificacion,
se han desarrollado diversos enfoques experimentales. Segin estos, en el enfoque
experimental, el factor clave de la complejidad aromdtica de los vinos ha resultado
ser la sucesion de poblaciones de levaduras, con alternancia de la dominancia de le-
vaduras “exoticas” y la dominancia de levaduras del género Saccharomyces durante
la fermentacion alcohdlica.

Palabras clave: no-Saccharomyces, inoculacion secuencial, complejidad aroma-
tica y control biologico.
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In the last twenty years, the widespread use of selected yeasts has improved the
reliability of fermentation and enhanced the general quality of wines. Today, the
wide variety of commercially-available yeast strains gives oenologists access to a
broad selection of tools for controlling alcobolic fermentation. However, despite the
countless solutions offered to professionals, wineries tend only to use the genus Sac-
charomyces.

In fact, the effect of fermentation with non-Saccharomyces species on the sen-
sorial profiles of wines has been underestimated because these species are not well
known. These yeast strains have proven to be very useful for correcting certain analy-
tical defects in wines, and especially for intensifying and improving their sensorial
properties. In particular, the yeast species Torulaspora delbrueckii and Candida ste-
llata have been studied in detail due to their sensorial contributions during alcobolic
Jfermentation.

Different experimental approaches have been developed to take into consid-
eration these scientific developments and provide oenologists with suitable tools for
undertaking innovative approaches to vinification in an increasingly technological
wine market. Oenologists consider the succession of yeast populations to be a key
Jactor of the aromatic complexity of wines in the experimental approach, with al-
ternating dominance of “exotic” yeasts and Saccharomyces yeasts during alcobolic
Jfermentation.

Keywords: non-Saccharomyces, sequential inoculation, aromatic complexity
and biological control.

0. INTRODUCCION

El uso de levaduras seleccionadas se puede ver como una garantia mas de con-
trol sobre el vino final. Una vez que el endlogo ha reducido la poblacion e influencia
de las levaduras y bacterias indigenas, ha podido observar la influencia de usar una
u otra levadura sobre las caracteristicas del vino final. Al principio sélo se buscaba
una levadura capaz de terminar la fermentacion y producir una cantidad minima
de acidez volatil. Si bien estos aspectos siguen siendo primordiales, las demandas a
las nuevas selecciones han sido crecientes: produccion limitada de urea, formacién
minima de espuma, factor killer, formacion de aromas varietales, rendimiento alco-
holico, etc...

TaxonOmicamente, las levaduras del vino pertenecen al phylum Ascomicetos,
clase Hemiascomicetos, familia Saccharomycetae, con unas 20 especies del género
Saccharomyces de diferentes origenes geograficos. La sistematica de las levaduras,
de tan conocida que es, parece que debe estar bien definida; no obstante, no hay
unanimidad en la clasificacion de las especies del género Saccharomyces mas utiliza-
das en la vinificacion: en ocasiones se pueden encontrar referencias a las variedades
bayanus o uvarum como una subdivision de la especie S. cerevisiae, pero tampoco
no es infrecuente que se consideren especies diferentes del mismo género. Esta si-
tuacion contrasta fuertemente con los conocimientos y la clasificacion que tenemos
de las variedades del otro organismo implicado en la elaboraciéon del vino: Vitis
vinifera. Por tanto, vemos que todavia hay que superar algunas dificultades para
distinguir entre diversas variedades de Saccharomyces cerevisiae presentes en un
mosto no estéril. Esta constituye una de las principales aplicaciones de la genética
en la enologia actual.

La calidad de los vinos es una consecuencia directa de la evolucion de la flora
microbiana del mosto durante la fermentacion. El mosto funciona como un pe-
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queno ecosistema donde, en condiciones naturales, se suceden las poblaciones de
microorganismos espontineos. Las condiciones ambientales evolucionan de forma
constante y crean competencias entre los organismos: las levaduras de los géneros
Kloeckera, Hanseniaspora, Candida y Pichia, resistentes a altas concentraciones de
azicares, crecen durante los primeros estadios de la fermentacion; a medida que se
modifica la composicion del medio acaban muriendo o dejando paso a las especies
resistentes al etanol del género Saccharomyces, que completan el proceso como
levadura dominante. La evolucion de las practicas enolégicas ha conllevado la utili-
zacion preferente de cepas seleccionadas. Una Gnica cepa, conocida y controlada, es
responsable de la etapa fermentativa de la vinificacion. El control es posible gracias
a la posicion ventajosa que le damos a la cepa seleccionada: se inocula a partir de
cultivos ya arrancados, mientras que las cepas enddgenas se encuentran en un pe-
riodo de latencia que les impide competir con el pie de cuba.

Debido a que la sucesion de especies a lo largo de la vinificacion puede sor-
prendernos gratamente con una alta complejidad aromatica y gustativa, existe un
interés bien fundamentado en encontrar la via para utilizar especies de levaduras
diferentes del género Saccharomyces, que es el principal objetivo de este trabajo.

En nuestro estudio, el analisis de los componentes aromaticos evidencié que
la co-inoculacion Torulasora delbrueckii/Saccharomyces cerevisiae no modifico la
complejidad aromdtica de los vinos al compararlo con el del vino producido con
la inoculacion de una cepa pura de levadura de Saccharomyces cerevisiae. La Gni-
ca diferencia importante fue la concentracion de acetato de isoamilo, que parecia
aumentar con la presencia de la levadura “exdtica”. Los otros ésteres no fueron
modificados de forma perceptible comparados con los de la fermentacion solo con
Saccharomyces.

El perfil aromatico que resulta del desarrollo secuencial de Torulaspora del-
brueckii y después de Saccharomyces muestra claramente una intensificacion uni-
forme de las concentraciones de los ésteres: cuatro de los seis ésteres analizados
presentan concentraciones superiores respecto a las obtenidas en el vino producido
con una fermentacién de una cepa pura de Saccharomyces; solamente en el caso del
acetato de isoamilo, cuya elevada concentraciéon dominaba el perfil aromdtico del
vino testigo (Fig. 4), disminuy6 su concentracion con la inoculacion secuencial.

Los vinos elaborados fueron sometidos al jurado de catadores mediante un
andlisis sensorial con una prueba de diferenciacién y un andlisis descriptivo. Se ob-
servaron diferencias estadisticamente significativas, con un umbral del 5%, entre los
vinos producidos con inoculacion secuencial (realizada con la levadura Torulaspora
delbrueckii y después con la levadura Saccharomyces cerevisiae) y el vino testigo
(producido con una cepa pura de Saccharomyces). Al jurado se le pidid entonces
realizar un andlisis descriptivo. Los perfiles sensoriales obtenidos muestran una in-
tensificacion de ciertos descriptores, como “floral”, “fruta en almibar” y “galleta de
jengibre”, ayudados por un dulzor mas intenso en el paladar. Notas mds comunes,

como “manzana”, “platano” o incluso “picante” o “animal” fueron menos presentes.

Por el momento, continuamos con nuestras investigaciones en este, por lo que
los endlogos pronto podran disponer de herramientas innovadoras que les permitan
expresar lo mejor del potencial aromatico de sus uvas, a la vez de garantizar la fia-
bilidad de la fermentacion alcohdlica.
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1. OBJETIVOS, MATERIALES Y METODOLOGIA UTILIZADA

Nuestra meta era verificar la hipétesis siguiente: la inoculaciéon de una cepa
de levadura “exdtica” y una cepa de levadura Saccharomyces deberia engendrar
directamente una mayor complejidad e intensidad en el perfil sensorial de los vinos.
Para validar esta hipétesis, elegimos estudiar la levadura “exdtica” de la especie
Torulaspora delbrueckii, conocida por ser una levadura inicialmente presente en
ciertos mostos que no presentan ningun defecto organoléptico conocido 121011 14,
Las diversas inoculaciones fueron realizadas en un mosto de la variedad Macabeo
con un grado alcohdlico potencial de 12.5 % v/v. La temperatura de fermentacion
fue 20°C. Las co-inoculaciones examinadas combinaban una cepa de levadura de la
especie Torulaspora delbrueckii con una cepa de la especie Saccharomyces cerevi-
siae variedad bayanus (Fig. 1).
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Figura 1. Cinéticas de fermentacion en coinoculacion.

A densidad de 1060 se adicion6 nutrientes especificos de levadura para inhibir
el efecto de competencia interespecifica en el caso de coinocualcion. En la inocu-
lacion secuencial, la adicion de nutrientes se dividié en dos momentos diferentes, a
densidad 1070 y a densidad 1060.

Se realizaron dos ensayos basados en la coinoculacion y la inoculacion se-
cuencial de las levaduras Saccharomyces y no Saccharomyces. En el caso de la
coinocualcion, ambas levaduras se inocularon en el mismo momento, aunque en
diferentes proporciones, 60 y 70 % de Torulospora delbrueckii, comparindose los
resultados con la misma fermentacion realizada en pureza con solo Saccharomyces.
Mientras que en la inoculacion secuencial, primero se adicion6 al mosto la levadura
no Saccharomyces y la Saccharomyces se inoculé con una pérdida de 20 puntos de
densidad, comparando de nuevo los resultados con la fermentacién en pureza de
Saccharomyces.
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2. RESULTADOS DE LA CO-INOCULACION DE SACCHAROMYCES/NO-
SACCHAROMYCES

Los andlisis estindar del vino estin resumidos en la Tabla 1, donde se puede
observar una caida significativa de la acidez volitil en los vinos sometidos a coino-
culacion &°.

Tas1A 1.
ANALISIS ESTANDAR DE LOS VINOS.

Tipos de Alcohol AT AV 59 59 pZycarcs

2 2
5 5 pH L H.SO Libre | Total | residuales
inoculaciones w/v) (g/L H,80)) (g/L H,S0O,) (mg/L) | (mg/L) (g/L)

T. delbrueckii 70% +

S. cerevisiae 30% 12.35 3.45 2.95 0.10 8 51 <2
SR

T delbrueckii 60% + | 1230 | 3.47 2.95 0.16 7 51 <2

8. cerevisiae solo 12.20 3.48 3.10 0.27 15 70 <2

Una vez acabada le fermentacion, se analizaron las concentraciones de los
principales ésteres que resultan de la fermentacion de las levaduras: acetato de
isoamilo, hexanoato de etilo, octanoato de etilo, decanoato de etilo, butanoato de
etilo y acetato de hexilo® en los vinos obtenidos con los dos tipos de inoculacion
y en el vino producido con solo Saccharomyces cerevisiae (Fig. 2). Para determinar
el nimero de unidades de olor de cada uno de los ésteres, se utilizo el sistema del
numero de unidades de olor (NUO).

NOU = Concentracion de cada éster / valor del umbral de percepcion

para cada éster

de este éster.

En nuestro estudio, el andlisis de los componentes aromaticos evidencié que
la coinoculaciéon Torulasora delbrueckii/Saccharomyces cerevisiae no modifico la
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Figura 2. Perfiles del aroma quimico de los vinos, obtenidos mediante el andlisis de seis ésteres.
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complejidad aromatica de los vinos al compararlo con el del vino producido con
la inoculacién de una cepa pura de levadura de Saccharomyces cerevisiae. La Gni-
ca diferencia importante fue la concentracion de acetato de isoamilo, que parecia
aumentar con la presencia de la levadura “exctica”. Los otros ésteres no fueron
modificados de forma perceptible comparados con los de la fermentacion solo con
Saccharomyces.

Para confirmar el perfil aromdtico obtenido con el andlisis quimico, los vinos
fueron sometidos a andlisis organoléptico por un jurado de catadores entrenados
en andlisis sensorial. El jurado estuvo deliberadamente compuesto por 20 catadores
no profesionales, que son por consiguiente mas representativos de consumidores
normales de vino.

En todos los casos, el impacto de la nota amilica (acetato de isoamilo) resulto
ser extremadamente pronunciado, cubriendo la presencia de otros ésteres, tanto en
los vinos producidos con solo Saccharomyces cerevisiae como en los producidos
con las cepas exéticas. Por lo tanto, el jurado no pudo detectar diferencias significati-
vas entre los vinos que resultaron de las coinoculaciones y los vinos producidos con
la fermentacion de una sola cepa pura de levadura Saccharomyces cerevisiae.

Los primeros resultados demuestran que la inoculacion de diferentes especies
fue percibida como una manera de aumentar la intensidad de ciertas notas aroma-
ticas que ya eran predominantes, con riesgo de acentuar el desequilibrio y por lo
tanto, de debilitar la complejidad aromatica de los vinos . Fl riesgo en este caso,
es el aumento potencial de acetato de isoamilo, que podria desequilibrar el aroma
del vino si la concentracion alcanzase niveles demasiado altos. Asi, la hipdtesis que
consiste en considerar que la coinoculacion con una cepa “exdtica” y una cepa de
Saccharomyces engendra directamente complejidad e intensidad en los perfiles sen-
soriales de los vinos, no fue confirmada en nuestro estudio, y por lo tanto, parece
ser restrictiva con respecto a las sinergias y los antagonismos inherentes a las parti-
cularidades metabdlicas de cada especie.

Actualmente se estd evaluando esta experimentacion con un enfoque diferente,
que aporta mayores limitaciones en términos de control, pero que sin embargo tiene
la posibilidad de dar lugar a vinos mds armoniosos e intensos aromaticamente. Este
enfoque consiste en reproducir la ecologia del ambiente de la fermentacion alcoho-
lica fomentando lo siguiente:

- El desarrollo de levaduras exdticas durante el primer tercio de la fermenta-
cién, momento crucial para el equilibrio y la intensidad de los aromas en el
vino; y a continuacion...

- El desarrollo de levaduras Saccharomyces para garantizar una fermentacion
mds segura.

Tal inoculacion secuencial evita crear competiciones entre las caracteristicas
sensoriales y la cinética de fermentacion de cada especie de levadura 57 V.

3. RESULTADOS DE LA INOCULACION SECUENCIAL DE LEVADURAS
SACCHAROMYCES/NO-SACCHAROMYCES

Bajo condiciones de fermentacion idénticas a las aplicadas en las experimen-
taciones de coinoculacion y usando igualmente un mosto de la variedad Macabeo,
con un grado alcohélico potencial de 13.6% vol., reprodujimos la sucesion de po-
blaciones de levadura exdtica y de Saccharomyces, como se observé en numerosos
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Figura 3. Cinética de fermentacion en inoculacion secuencial.

TaBLA 2.
ANALISIS ESTANDAR DE LOS VINOS.

SO SO Azicares

(&/L H,50) | (g/1 H,S0) (EI;:) (Inogt/ai) Res(ig‘?f;les

Inoculaciones Alcohol AT AV
; pH
secuenciales w/v)

T. delbrueckii y
después S. cerevisiae

S. cerevisiae solo 13.45 3.59 3.15 0.43 5 32 <2

13.25 3.58 3.05 0.36 8 38 <2

estudios sobre ecologia de las levaduras en sistemas fermentativos # (Fig. 3). Los
analisis estindar de los vinos producidos estin resumidos en la Tabla 2.

Para visualizar mejor el efecto de la inoculacion secuencial sobre los ésteres
(Fig. 4), la concentracion de cada uno de los ésteres presentes en el vino producido
con inoculaciones secuenciales fue dividida por la respectiva concentracion del éster
presente en el vino testigo (Fig. 5).

El perfil aromdtico que resulta del desarrollo secuencial de Torulaspora del-
brueckii y después de Saccharomyces muestra claramente una intensificacion uni-
forme de las concentraciones de los ésteres: cuatro de los seis ésteres analizados
presentan concentraciones superiores respecto a las obtenidas en el vino producido
con una fermentacion de una cepa pura de Saccharomyces; solamente en el caso del
acetato de isoamilo, cuya elevada concentraciéon dominaba el perfil aromadtico del
vino testigo (Fig. 4), disminuy6 su concentracion con la inoculacién secuencial.

Los vinos elaborados fueron sometidos al jurado de catadores mediante un
andlisis sensorial con una prueba de diferenciacién y un andlisis descriptivo. Se ob-
servaron diferencias estadisticamente significativas, con un umbral del 5%, entre los
vinos producidos con inoculacion secuencial (realizada con la levadura Torulaspora
delbrueckii y después con la levadura Saccharomyces cerevisiae) y el vino testigo
(producido con una cepa pura de Saccharomyces). Al jurado se le pidié entonces
realizar un andlisis descriptivo. Los perfiles sensoriales obtenidos muestran una in-
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Figura 4. Perfil aromdtico de los vinos del ensayo en comparacion a datos medios de vinos
blancos comunes de la variedad Macabeo producidos en la zona.
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Figura 5: Efecto de la inoculacion secuencial sobre la concentracion de seis ésteres.

tensificacion de ciertos descriptores, como “floral”, “fruta en almibar” y “galleta de
jengibre”, ayudados por un dulzor mis intenso en el paladar. Notas mds comunes,
como “manzana”, “plitano” o incluso “picante” o “animal” (Fig. 6) fueron menos
presentes.

4. CONCLUSIONES

En este estudio, los resultados obtenidos demuestran que la sucesion de pre-
dominancia de la poblacion de levadura de la especie Torulaspora delbrueckii y
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Figura 6. Comparacion de perfiles sensoriales.

después de levadura del género Saccharomyces permite un aumento homogéneo

del nivel de ésteres, compuestos esenciales en los aromas fermentativos de los vinos
4,5,7,14,15

Un estudio idéntico al presentado con la cepa Torulaspora delbrueckii se reali-
z6 con una cepa de levadura de la especie Candida stellata. Se obtuvieron resulta-
dos idénticos, reforzando nuestra decision de desarrollar un instrumento innovador
que reproduzca la ecologia del ambiente fermentativo espontineo.

Ademads, para armonizar e intensificar la complejidad aromatica de los vinos,
serfa preferible la opcion de una inoculacion secuencial con la levadura “exdtica” y
después la levadura Saccharomyces, mas que una inoculacion interespecifica com-
binada.

Por el momento, continuamos con nuestras investigaciones en este, por lo que
los endlogos pronto podran disponer de herramientas innovadoras que les permitan
expresar lo mejor del potencial aromatico de sus uvas, a la vez de garantizar la fia-
bilidad de la fermentacion alcohdlica.

5. AGRADECIMIENTOS

Rémi Schneider (ITV-France), por los andlisis quimicos del aroma.
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