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Primeros criterios de seleccion de levaduras

para la vinificacion en tinto

Morata, A., F. Calderdn, M. C. Gonzalez, F. Varela, B. Colomo,

C. Uthurry y J. A. Suérez Lepe

partir de 114 cultivos puros de levadura,

se han preseleccionado 10 cepas de las

especies Saccharomyces bayanus 'y S.
cerevisiae. Como pruebas clasicas se ha rea-
lizado la determinacién de poder fermenta-
tivo, acidez volatil y cinética fermentativa con
expresion de las correspondientes curvas ter-
modinamicas. Los mostos terminaban con
aproximadamente 2 g/L de azUcares residua-
les y sin ningun problema de paradas o retra-
sos en el acabado. La fermentacion se desa-
rrollé a temperaturas controladas (25-32 °C).

La produccion de SH, determinada me-
diante precipitacion con acetato de plomo dio
valores medios bajos, en torno a su umbral
de percepcion.

La resistencia al SO, presentada por las
cepas de levadura, mostré que se completa-
ban con correcta cinética hasta valores de
350 mg/L de SO, total, valores superiores
producian retrasos de hasta 1 dia en el arran-
gue de la fermentaciéon aunque algunas ce-
pas acababan con valores superiores a 500
mg/L de SO, total.

La produccion de glicerina evaluada me-
diante analisis enzimatico arrojé una media

de 10,67 g/L en las microvinificaciones por tri-
plicado de los mostos de 16,5 Bé para las
diez cepas seleccionadas. Se obtuvieron va-
lores maximos de 11,77 con s.d. de 0,42 para
la cepa 9CVGZ2r.

En el estudio de parametros que tienen in-
fluencia en la estabilidad de color del vino, se
ha evaluado mediante GC la produccion de
acetaldehido por su importancia como molé-
cula puente para la sintesis de formas esta-
bles de color encontrandose en los fermenta-
dos valores de 120,64 mg/L, que no suponen
defectos organolépticos.

En el estudio de actividades enzimaticas,
las levaduras seleccionadas no expresan
exocelularmente el enzima [B-glucosidasa que
hidroliza la unién B-glucosidica entre la anto-
cianidina y la molécula de azucar unida a ella
en posicion 3.

Las cepas seleccionadas 5CVT2ry T 2.4,
de las especies S. bayanus y S. cerevisiae
respectivamente, se han evaluado en la ven-
dimia del 2000 a nivel semiindustrial sobre
mosto de tempranillo (vinificaciones de 500 L)
con un desarrollo de las fermentaciones co-
rrecto y rapido (tabla 1).

Laboratorio de Enologia, Departamento de Tecnologia de Alimentos, Escuela Técnica, Superior de Ingenieros
Agrénomos, Universidad Politécnica de Madrid (varela@tca.etsia.upm.es)
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Tabla 1: Determinacién de parametros de color (método de Glories)

Intensidad  Tonalidad % Amarillo % Rojo % Azul % dA
(% de rojo puro)

Control 1,05 0,53 31,06 58,94 9,99 65,18
0,05 0,00 0,03 0,11 0,10 0,16

T 24 1,02 0,54 31,41 58,37 10,22 64,34
0,008 0,005 0,17 0,15 0,098 0,22

5CVT2r 1,14 0,53 30,81 58,72 10,48 64,83
0,04 0,015 1,20 0,83 0,47 1,21

Ademas las matrices ANOVA de intensi- Otros parametros como la adsorcién de

dad y porcentaje de amarillos mostraron que  antocianos, la incidencia en la autélisis de la
la 5CVT2r produjo mayor intensidad de color  fermentacion malolactica y la liberacion de
diferenciandose significativamente de la T 2.4  polisacaridos se estudian en la actualidad.

y el control y que la T 2.4 causo un elevado

porcentaje de amarillos.
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Efecto de activadores de fermentacion sobre
la cinética fermentativa y produccion de volatiles
secundarios de distintas cepas de levadura

F. Varela, C. Uthurry, F. Calderén, M.C. Gonzalez, B. Colomo y J.A. Suarez Lepe

a fermentacion alcohdlica en la elabora-
cion en blanco puede convertirse en un
proceso problematico ya que se desarro-
lla en un sistema biol6gico con condiciones
dificiles para los microorganismos encarga-
dos de su realizacién, tales como las bajas
temperaturas y el empobrecimiento en nu-
trientes debido la clarificacion del mosto. So-
bre el factor temperatura no es posible actuar,
ya la fermentacién entre 16 y 18 °C provoca
vinos mas aromaticos que las fermentaciones
a temperaturas mas altas. En cuanto a la
composicion del mosto, la realizacién del des-
fangado también es imprescindible para la
elaboracion de vinos blancos de calidad. Por
ello la industria enoldgica ha desarrollado ac-
tivadores complejos de fermentaciéon, que son
productos cuya finalidad es aumentar la com-
plejidad nutricional del mosto supliendo las
deficiencias del desfangado, y facilitando el
metabolismo de las levaduras alcoholigenas.
Este trabajo evalla el efecto de 5 activa-
dores de fermentacién de diferente composi-
cion quimica:

— Activador A: Activador comercial: fosfato
amanico, clorhidrato de tiamina, celulosa y
corteza de levadura.

— Activador B: Fosfato biaménico.

— Activador F: Activador comercial: NFA,
tiamina, acido fdlico, niacina, pantotenato
célcico y corteza de levadura.

— Activador G: Aceite de pepita de uva, for-
mado en un 98% por acidos grasos y
esteroles.

— Activador P: Activador comercial: fosfato
amaonico, clorhidrato de tiamina y celulosa.

Aplicados sobre un mosto blanco desfan-
gado mediante frio (8 °C, 48 horas) y coadyu-
vantes (gelatina y sol de silice). Se evallua el
efecto de estos activadores sobre la cinética
de fermentacion a 18 °C de las distintas ce-
pas empleadas (levadura seca activa comer-
cial, levadura autoctona seleccionada de la
coleccion de la ETSI Agronomos y fermenta-
cion espontanea) y sobre la produccion de
compuestos volatiles secundarios.

Los resultados indican que el activador A
es el Unico incide en la cinética fermentativa,
con arranques de fermentacion mas rapidos
y duraciones de fermentacién mas cortas, in-
dependientemente de los microorganismos
empleados. En cuanto a la composicién en
volatiles secundarios, se observan claras di-
ferencias debido a los diferentes activadores
empleados; si el enriquecimiento se realiza
con aceite de pepita de uva se produce un
aumento de la acidez volatil. Este activador
A, y en menor medida el activador P, provo-
can un aumento de butanodiol en todos sus
isémeros: L, D y meso, sin que las caracteris-
ticas organolépticas acusen diferencias signi-
ficativas.

Laboratorio de Enologia, Departamento de Tecnologia de Alimentos, Escuela Técnica Superior de Ingenieros
Agronomos, Universidad Politécnica de Madrid (varela@tca.etsia.upm.es)
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Acidificacion del mosto por

Saccharomyces spp.

N. Yeramian,! E Varela,! F. Calderéon, B. Colomo,* A. Morata,*

J.A. Suarez Lepe' y E.D. Sancho?

na importante via de acidificacion biol6-

gica es la seleccion y utilizacion de leva-

duras productoras de acidos organicos
en el curso de la fermentacién alcohdlica.

La hipétesis mas difundida postula dicha
formacion por fijacion de CO, sobre el piruva-
to, producto final de la glucdlisis, para dar
oxaloacetato que es reducido a continuacion
a acido malico (Pronk et al., 1966).

Un proyecto de investigaciéon sobre “Acidi-
ficacion biolégica en mostos de zonas cali-
das” de las universidades Politécnica de Ma-
drid, Coérdoba y Valencia, ha aislado y carac-
terizado 282 cepas de levaduras aut6ctonas
pertenecientes al género Saccharomyces de
mostos de airén, Pedro Ximénez, tempranillo
y monastrell de las DO Madrid, Montilla-Mori-
les y Jumilla.

Los primeros ensayos de seleccién se han
efectuado atendiendo a la produccion de aci-
do malico, haciendo fermentar cada cepa en
mostos con distintas concentraciones de este
acido.

En cada microvinificacion se evalla la con-
centracion de malico producido (g/L) y el por-

centaje sobre el inicial. Las determinaciones
se han efectuado por triplicado, en micro-
vinificaciones a 25 °C, utilizando cromatogra-
fia liquida de alta eficacia (CLAE-HPLC) y el
método enzimatico de Boehringer Manheim-
Roche. Los resultados alcanzan como va-
lores medios mas elevados 0,89 g/L lo que
representa un 68,14% sobre el contenido
inicial.

La seleccion de estos Saccharomyces
prosigue estudiando otros criterios de interés
enolégico asi como:

— la influencia de parametros fisicoquimicos
gque optimicen la produccién de acido
malico,

— el efecto de adicion de moléculas precur-
soras,

— el estudio de las enzimas malato deshidro-
genasa y piruvato carboxilasa de las leva-
duras productoras v,

— pruebas de vinificacién a escala semi-
industrial en bodega con cultivos iniciado-
res de estas levaduras en la vendimia
2001.

! Laboratorio de Enologia, Departamento de Tecnologia de Alimentos, Escuela Tecnica de Ingenieros Agrénomos,

Universidad Politecnica de Madrid

2 Departamento de Microbiologia, Escuela Tecnica Superior Ingenieros Agronomos yMontes, Universidad de Cdrdoba

59



Implantacion de levaduras seleccionadas

durante la fermentacion

S. Lopez Gavifio,* R. Garcia Martin,® F. Calderén Fernandez,* J.A. Suarez Lepe,!
A. Palacios Garcia’ y E. Navascués Lopez-Cordon

a implantacion de levaduras selecciona-

das durante la fermentacion es un pro-

blema relevante en las regiones célidas.
La microbiota aut6ctona parece ser en mu-
chos casos mas competitiva debido a su tole-
rancia a altas temperaturas y grado probable
elevado, ademas de que su poblacién en el
mosto puede ser muy superior a lo que ca-
bria esperar en una vendimia en buenas con-
diciones.

En el presente trabajo se estudia la im-
plantaciéon de tres levaduras enoldgicas co-
merciales usando dos métodos en paralelo:
analisis de fragmentos delta'y una adaptacion
del método tradicional de replica platting. Los
ensayos se realizan a partir de mosto estéril
de la variedad airén en condiciones dificiles
de fermentacién. Se utilizan dos dosis de le-
vadura 15 y 25 g/hL (3*10°y 5*105 UFC/mL)
(intervalo recomendado por el fabricante), asi
como dos diferentes ratios entre poblacion
autdctona y levadura seleccionada 1:100 (re-
lacién 6ptima), y 1:10 (relacién en condicio-
nes dificiles). La poblacion aut6ctona se si-
mula utilizando una cepa de levadura con
bajos requerimientos nutritivos, elevada resis-
tencia al SO, fase de latencia muy corta y
presencia de factor competitivo (killer). Esta
levadura esta marcada genéticamente con

una resistencia a antibiético de manera que
es posible realizar su seguimiento mediante
cultivo en placa. Se toman muestras el quinto
y décimo dia después de iniciada la fermen-
tacion. Todos los ensayos se realizan por du-
plicado.

Como cabria esperar, a 25 g/hL se obser-
van los mayores rangos de implantacion. De
esta manera a la dosis elevada resulta imper-
ceptible la diferencia de ratio 1:10 o 1:100.
Con la dosis de 15 g/hL los resultados de im-
plantacién son inferiores y no del todo satis-
factorios, estando por debajo del nivel consi-
derado como aceptable (85% de implanta-
cion). Para la relacion 1:10 se observan
porcentajes de implantacién escasos para la
mayoria de las cepas. Sin embargo, una de
las cepas ensayadas registra un grado de
implantacién superior en relacién 1:10 que la
observada en la relacion 1:100. Esta cepa
presenta unos requerimientos nutricionales
excepcionalmente bajos que, en casos de
elevada competitividad, pueden desembocar
una predominanacia clara de esta cepa a fi-
nal de fermentacion.

El éxito de una siembra con levaduras se-
leccionadas depende estrechamente del con-
tenido inicial de la microbiota autéctona, asi
como de la dosis de utilizacion.

! Laboratorio de Enologia, Departamento de Tecnologia de Alimentos, Escuela Tecnica Superior de Ingenieros
Agrénomos, Universidad Politécnica de Madrid (jsuarezlepe@tca.etsia.upm.es)

2 Lallemand (enavascues@jet.es)
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Efecto de distintos parametros quimicos
en la manifestacion del caracter floculante

de levaduras vinicas

B. Simdn, M.C. Fajardo, N. Luna y P. Hidalgo

a presencia del caracter floculante en

cepas vinicas de Saccharomyces cere-

visiae constituye una propiedad tecnol6-
gica de gran interés, especialmente en la ela-
boracién de vinos espumosos por el método
tradicional, ya que la capacidad que manifies-
tan las células de levadura para agregarse
espontaneamente, permite una rapida sedi-
mentacion de las mismas en el medio. Esto
conlleva a facilitar las operaciones de removi-
do y deguelle, pudiendo reducir los costes de
produccion en este tipo de vinificacion parti-
cular.

Merece una especial atencién considerar
gue la floculacion es una caracteristica intrin-
seca de la pared celular de las levaduras y
gue se encuentra bajo el control de factores
genéticos y ambientales (Suzzi et al., 1997).

En el presente trabajo se estudia y evalGa
en 11 cepas de levadura floculantes pertene-
cientes a la especie S. cerevisiae, el efecto
gque individualmente ejercen distintos valores
de parametros quimicos: pH (3 y 6), sacaro-
sa, glucosa, fructosa y manosa (0,001 My 1
M), etanol (5,5 % vol. y 11,0 % vol.), glicerol
(5,0 g/L y 10,0 g/L) y cloruro célcico (0,001 M

y 1 M), sobre su capacidad de formar flocu-
los, respecto a un control estandar estable-
cido, asi como de poner en evidencia las
condiciones mas apropiadas para la manifes-
tacion de los mismos y sus implicaciones
enoldgicas.

Los resultados obtenidos muestran una
tendencia general de comportamiento en la
mayoria de las cepas ensayadas de presen-
tar una disminucién en la capacidad de flocu-
lar a los valores de pH y concentraciones de
azucares y cloruro calcico mas elevados en-
tre los elegidos en este estudio, tendiendo
por el contrario a verse favorecida por valores
de pH mas acidos, bajas concentraciones de
azUcares y cloruro calcico, asi como por la
presencia de glicerol y principalmente de
etanol en el medio. Ahora bien, es importante
destacar que en las manifestaciones de la
capacidad floculante de las levaduras men-
cionadas, existe un caracter marcadamente
dependiente de la cepa estudiada.

Bibliografia

Suzzi, G., Romano, P., Sora, S.: “Flocculation expres-
sion in a strain of wine yeast Saccharomyces cere-
visiae”, Ann Microbiol Enzimol 1997; 47: 53-62.
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Formacion de tiramina por las bacterias lacticas
del vino. Purificacion y caracterizacion del enzima
tirosina descarboxilasa de las cepas implicadas

Victoria Moreno-Arribas® y Aline Lonvaud-Funel

n los alimentos fermentados, como es el
vino, la formacién de aminas biégenas
tiene lugar, principalmente, por la pre-
sencia de bacterias lacticas que producen
enzimas biodegradativas capaces de descar-
boxilar los aminoacidos precursores corres-
pondientes. Las aminas que mas frecuen-
temente se encuentran en el vino son la
histamina, tiramina, putrescina (1,4-diamino-
butano), cadaverina (1,5-diaminopentano) y
feniletilamina. La mayoria de los trabajos rea-
lizados en el vino hasta la fecha actual, se
han referido al estudio de la produccion de
histamina (Coton et al., 1998). Con respecto
al enzima tirosina descarboxilasa (TDC), im-
plicado en la formacién de tiramina, las in-
vestigaciones se han limitado a la TDC de la
bacteria Enterococcus faecalis (Borrensen et
al., 1990).
En este trabajo se han estudiado las con-
diciones de produccion de tiramina en el vino,
considerandose los siguientes aspectos:

— Produccion de aminas bidgenas por las
bacterias lacticas durante la vinificacién

— Aislamiento e identificacion de cepas de
bacterias lacticas productoras de tiramina
en el vino

— Estudio de las condiciones de produccién
de tiramina por las cepas implicadas, en
medios de cultivo y en vinos

— Actividad tirosina descarboxilasa de Lacto-
bacillus brevis. Purificacion y caracteriza-
cion del enzima.

Los resultados obtenidos contribuyen al
conocimiento del enzima tirosina descar-
boxilasa y proporcionan informacién relevan-
te para controlar la produccion de tiramina
por las bacterias lacticas del vino.

Bibliografia

Coton et al.: J Appl Microbiol 1998; 84: 143-151.

Borrensen et al.: Biochim Biophys. Acta 1990; 393:
108-115.

Laboratorio de Biotecnologia y Microbiologia Aplicada, Facultad de Enologia, Universidad Victor Segalén Bordeaux

2, Talence, Francia

! Direccion actual: Instituto de Fermentaciones Industriales (CSIC), Madrid (mvmoreno@ifi.csic.es)
Este trabajo ha sido financiado gracias a la concesion de una beca posdoctoral “Marie Curie” de la Unidon Europea

(Grant proposal 97-1292; FAIR-98-5018).

62



Influencia de la cepa de levadura en el contenido
de aminas biégenas en los vinos

Diego Torrea Gofii, Teresa Garde Cerdan y Carmen Ancin Azpilicueta

a presencia de aminas en el vino, en ele-

vadas concentraciones, puede provocar

impacto negativo en el aroma' y en algu-
nos casos efectos toxicos en el consumidor.?
Varios factores influyen en el contenido de
aminas en el vino, entre ellos la cepa de leva-
dura y la composicién aminoacidica del mos-
to.® El objetivo de este trabajo fue estudiar la
influencia de diferentes cepas de Saccharo-
myces cerevisiae (Na33, D47 y K1M) en la
concentracién de aminas biégenas en vinos
rosados. Asimismo, se analizd la relacién en-
tre la concentracién de estas aminas y la utili-
zacion de sus aminodacidos precursores du-
rante la fermentacion. Como muestra control
se utilizé vino rosado procedente de mosto
fermentado con las levaduras indigenas. Los
resultados muestran, que dependiendo de la

cepa de levadura que condujo el proceso
fermentativo, hubo una ligera diferencia en el
contenido de aminas bidgenas en los vinos
(tabla 1). Sin embargo, en ningun caso se al-
canzaron concentraciones suficientes para
afectar al aroma del producto o para provocar
toxicidad. No se encontré relacion entre el
contenido de aminas bidgenas en el vino y la
utilizacion de los aminoacidos precursores
durante la fermentacion.

Bibliografia

1 Lehtonen, P.: Am J Enol Vitic 1996; 47: 127-132.

2 Radler, F., Fath K.P.: Proceedings of the International
Symposium on Nitrogen in Grapes and Wine, En: J.
Rantz, ed.: American Society for Enology and
Viticulture, Davis, California, 1991: 185-195.

% Vazquez, M.B.: Tesis, Universidad del Pais Vasco,
San Sebastian, 1996.

Tabla 1: Concentracién de aminas en los vinos. Los resultados se muestran en mg/L y

se dan con su desviacion tipica

Control Na33 D47 K1M
Putrescina 11 536 + 523 8751 + 288 11 977 + 515 10 224 + 865
Espermina 27 3 24 + 4 92 + 3 164 + 8
Fe + Esd ® 99 + 8 58 + 4 234 + 24 158 + 15
Histamina 428 + 34 406 + 17 436 + 37 514 + 31
Tiramina 224 + 14 227 £ 24 a 101 + 11
Dimetilamina 279 + 28 270 £+ 11 172 + 16 276 + 18
Etilamina 438 + 32 419 + 13 965 + 39 700 + 13
Isopropilamina a a 81+ 2 9 + 4
Pirrolidina 240 + 16 170 £+ 9 341 + 16 472 + 10

2 no detectado; ® feniletilamina + espermidina

Departamento de Quimica Aplicada, Universidad Publica de Navarra, Pamplona (ancin@unavarra.es)
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Produccion de aminas biogénicas por bacterias

lacticas de origen enologico

J.M. Landete, S. Ferrer e |. Pardo

as aminas biogénicas son bases organi-
cas de bajo peso molecular que poseen
actividad biologica en los animales. En
los alimentos fermentados, como es el caso
del vino, son los microorganismos (bacterias
lacticas y levaduras) los que pueden formar
éstas sustancias por descarboxilacién de los
aminodacidos presentes en la materia prima.
Las aminas biogénicas mas destacables
por sus efectos sobre la salud humana y por
su abundancia en los vinos y mostos son:
histamina, tiramina, feniletilamina, cadaverina,
putrescina y agmantina. En este trabajo se
han caracterizado mas de 600 cepas de bac-
terias lacticas (Lactobacillus, Pediococcus,
Leuconostoc y Oenococcus) procedentes de
mostos y vinos de varias zonas geograficas
segun su capacidad o incapacidad para pro-
ducir estos compuestos. El ensayo de las ac-
tividades aminobiogénicas se realizd en pri-
mer lugar mediante un método de deteccion
en placa. Los resultados obtenidos fueron:

1) Las cepas del género Lactobacillus son las
gue presentan un mayor porcentaje de ce-
pas productoras de aminas biogénicas.

2) La amina mas producida por todos los gé-
neros y en especial los lactobacilos, es la
tiramina.

3) Todas las aminas bhiogénicas, con la ex-

cepciéon de la agmantina, se producen en
mayor cantidad cuando las cepas se culti-
van en condiciones de aerobiosis.

4) Las cepas de los géneros Pediococcus y
Leuconostoc apenas producian aminas
biogénicas detectables por este método.

5) Existen diferencias en la capacidad de ge-
nerar aminas entre cepas aisladas de dis-
tintas zonas geograficas.

6) Se ha observado una correlacién entre la
produccion de tiramina y feniletilamina.

7) Se ha puesto de manifiesto que el piridoxal
es un cofactor que potencia la actividad
descarboxilasa.

8) Se ha detectado un pequefio nimero de
cepas productoras de histamina. Esto pue-
de deberse a gque existen pocas cepas o
bien a que los niveles de histamina que pro-
ducen son indetectables por este método.

Igualmente se ha modificado un método
enzimatico, previamente descrito, que permi-
tia cuantificar la capacidad de produccion de
histamina. Las modificaciones introducidas
permiten aumentar la sensibilidad del método
tanto en medios sintéticos como en el mosto.
Con este método se estudio la influencia del
pH, del nivel del precursor y del medio de
cultivo sintético o natural en la produccién de
esta amina bidgena.

Departamento de Microbiologia y Ecologia, Facultad de Biologia, Universidad de Valencia, Burjassot, Valencia

(Jose.M.Landete@uv.es)

Este trabajo esta integrado dentro del proyecto de investigacion AGL2000-0827-C02-01 subvencionado por el

Ministerio de Ciencia y Tecnologia.
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Estudio de la microbiota lactica durante la vinificacidon

mediante hibridacion

L. Blasco, S. Ferrer e |. Pardo

e han desarrollado una serie de sondas

especificas para hibridacion in situ de

bacterias lacticas propias del vino, que
permiten identificar la microbiota de este me-
dio y de este modo controlar la evolucion de
las especies a lo largo de la vinificacién. Es-
tas sondas fueron disefiadas a nivel de espe-
cie o de género contra regiones concretas del
rRNA 16S, y se empled la fijacion y permeabi-
lizacion en porta y el marcaje con distintos
fluorocromos para su visualizaciéon en micros-
copio de epifluorescencia.

Para probar las sondas se eligieron las
especies de bacterias lacticas mas represen-
tativas de ese habitat: Lactobacillus brevis,
Lactobacillus hilgardii, Lactobacillus plan-
tarum, Leuconostoc mesenteroides, Oeno-
coccus oeni, Pediococcus pentosaceus 'y
Pediococcus parvulus. Se ha comprobado
que las sondas no producen reacciones cru-
zadas con otras especies 0 géneros presen-
tes en muestras de vino.

Se ha demostrado que las sondas desa-
rrolladas son especificas para las bacterias
ensayadas, que no producen ruido de fondo ni
tinciones inespecificas y que permiten la iden-
tificacion y recuento de poblaciones mixtas.

El nimero de bacterias por mL en vinos
durante la fermentacion es muy inferior al que
se requiere para una visualizacién represen-
tativa de la poblacidon (aproximadamente
108 células/mL). Por esta causa la técnica de
hibridacién en porta resultaba inadecuada en

In situ

este tipo de muestras. Para solventar el pro-
blema se optd por concentrar los microorga-
nismos realizando una filtracion de un volu-
men mayor de mosto o vino sobre un filtro de
policarbonato y realizando la fijacién, permea-
bilizacion e hibridacion sobre este filtro. Se
comprob6 mediante tincion con DAPI y me-
diante hibridacion con la sonda universal EUB
338 que la retencion de microorganismos so-
bre los filtros es proxima al 100%, es decir
gue no se pierden células con los lavados.

Se han comparado las técnicas de hibrida-
cion in situ en porta y en filtros de policarbo-
nato, observandose que en ésta Ultima la dis-
tribucion de las células es mas homogénea.

Aunque ambas técnicas permiten la identi-
ficacion y la cuantificacion directa de las bac-
terias a partir de medios naturales, la hibrida-
cion en filtro mejora notablemente la visuali-
zacion y recuento de microorganismos por la
disposicion de estos en un Unico plano.

Igualmente, se puso a punto un sistema
rapido para evaluar la viabilidad de la micro-
biota lactica en vino. Se basa en la utilizacion
de yoduro de propidio que tifie las células con
la membrana dafiada (muertas) de color rojo
y el SYTO9 (LIVE/DEAD®) que tifie las célu-
las vivas de color verde.

Esta metodologia facilita enormemente el
conocimiento del estado microbiolégico del
vino, disminuyendo enormemente el tiempo
necesario para conocer el nimero de micro-
organismos viables y totales.
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Incremento de la acidez de vinos mediante
la inoculacion de bacterias lacticas

P Val S. Ferrer e |. Pardo

a composicion quimica de la uva ha ido
evolucionando a lo largo del tiempo
como consecuencia del cambio climé-
tico y de las practicas viticulturales. Una de
las consecuencias ha sido el progresivo des-
censo de la acidez de los mostos en las re-
giones de clima calido. Este hecho resulta
perjudicial sobre todo para la elaboracién de
vinos jovenes que deben tener un alto conte-
nido en acidos. Para tratar de paliar el proble-
ma de la baja acidez hemos desarrollado una
estrategia en la cual se utilizan levaduras y
bacterias lacticas seleccionadas, para promo-
ver la acidificacion biolégica. La seleccion de
las levaduras se realizé en base a su perte-
nencia a la especie Saccharomyces cere-
visiae, a su velocidad de fermentacién, capa-
cidad de agotamiento de azucares, incapa-
cidad para degradar acidos organicos pre-
sentes en el mosto y a su capacidad para
producir acidos malico y/o succinico.
Nuestro trabajo se centré fundamental-
mente en el proceso de seleccién y mejora
de bacterias lacticas. El procedimiento de se-
leccién se aplicé a 394 cepas bacterianas ais-

ladas procedentes de distintas zonas vitivini-
colas de clima calido y los criterios de selec-
cion utilizados fueron: la posesion de un me-
tabolismo homolactico a fin de incrementar el
contenido en &cido lactico (pero no de acido
acético en mosto), elevada produccién de
acido lactico, buen crecimiento en mosto,
incapacidad para la degradacién de acidos
del vino, resistencia al anhidrido sulfuroso y
bajas producciones de acetoina y de acido
aceético.

Se han llevado a cabo una serie de expe-
riencias en las que se han inoculado mostos
con cepas seleccionada de levaduras y bac-
terias, observandose que algunas combina-
ciones de microorganismos permiten aumen-
tar la acidez total al mantenerse o aumentar
la cantidad de acido malico y aumentar la
cantidad de é&cido lactico. Igualmente, se es-
tan desarrollando cepas de bacterias lacticas
deficientes en actividad malolactica que pue-
dan utilizarse como generadoras de acido
lactico a partir de azUcares pero que no de-
graden el acido malico del mosto.
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Induccion de la fermentacion malolactica
por Oenococcus oeni 'y su efecto sobre
el metabolismo de azlcares y acidos organicos

L. Polo, I. Pardo y S. Ferrer

a induccion de la fermentacién malo-

lactica (FML) mediante inoculacion con

cepas de Oenococcus oeni selecciona-
das es una préctica cada vez mas utilizada
en la produccion de vinos tintos de calidad.
La eleccion de cepas adecuadas de esta es-
pecie requiere la caracterizacion metabolica,
el estudio de su cinética de crecimiento en
vino y de su contribucion a las caracteristicas
organolépticas del mismo. Si el objetivo de
esta seleccion es la comercializacion a gran
escala de las cepas, se han de estudiar estos
aspectos en diferentes tipos de vinos de ori-
genes geograficos muy diferentes.

En el presente trabajo se ha determinado
la capacidad metabdlica de cultivos iniciado-
res de O. oeni sobre azlcares y acidos orga-
nicos, tanto en medio sintético como en vinos
blancos y tintos de vinos de 5 paises euro-
peos: Austria, Espafa, Francia, Italia y Portu-
gal. Se han utilizado cepas previamente se-
leccionadas como adecuadas para ser culti-
vos iniciadores provenientes de colecciones,
asi como cepas nuevamente aisladas de las
propias bodegas en las que se han realizado
los ensayos. Dichas vinificaciones han sido
hechas a distintos niveles: nanovinificaciones
(2 litros), microvinificaciones (16 litros), y
vinificaciones industriales (desde barricas de
225 litros hasta depositos de 500 hL, depen-
diendo de cada tipo de vino). Las nanovififica-

ciones fueron hechas en el laboratorio, las
microvinificaciones en laboratorio o bodega, y
las vinificaciones industriales en bodega.

Las conclusiones mas importantes son
gue la degradacion del acido citrico depende
de la cepa y condiciones del medio o del vino,
el acido tartarico no es atacado en ningun
caso por las cepas de O. oeni estudiadas. La
actividad malolactica es muy buena, habien-
do sido posible realizar la FML en todos los
casos, incluso en vinos dificiles o temperatu-
ras muy bajas (10-12 °C). La produccioén de
acido acético es reducida, e incluso algunas
cepas sintetizan muy poco de este acido. El
metabolismo de los azlcares, especialmente
de las pentosas, es limitado en el vino y ma-
yor en medio sintético; en cualquier caso,
también depende de las condiciones y la
cepa. No se han detectado variaciones signi-
ficativas en las concentraciones de glicerol y
etanol en ningln caso.

Como valoraciéon global de la inoculacion
directa con las bacterias ensayadas, la FML
ha sido posible en todos los casos, y normal-
mente en poco tiempo. La implantacién de
los cultivos iniciadores ha sido buena, habien-
do colonizado el vino la cepa inoculada. Se
ha contribuido a mejorar la calidad de los vi-
nos (en especial en lo relativo a aromas), e
incluso en algun caso la inoculacién de estos
cultivos ha impedido la produccién de aminas
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bidbgenas por parte de las bacterias autéc- que poseian un metabolismo mas seguro y
tonas del vino. adecuado y por desarrollarse en mejores

Como resultado de este proyecto se han  condiciones en la mayoria de los vinos ensa-
seleccionado 8 cepas de O. oeni por ser las  yados.
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El disefio de experiencias como herramienta
para evaluar parametros enologicos: Il. Variables
microbiologicas en los compuestos neutros y acidos

J. Navarro, C. Otero y T. Huerta

a valoracion de un vino depende princi-

palmente de su calidad. Los factores que

provocan desviaciones o que permiten
alcanzar ésta son los que definen mayori-
tariamente los problemas que surgen en la
industria enoldgica.

En este sentido se ha encaminado la in-
vestigacion cientifica, permitiendo avances
tecnolégicos que se han plasmado en los
procesos de produccion intentando obtener
asi una mayor calidad y tipificacién de los pro-
ductos.

Resulta, por lo tanto, vital el estudio de to-
dos aquellos factores, normalmente numero-
sos que puede afectar a la calidad, atendien-
do a la problematica concreta que plantea
cada region vitivinicola.

Para ello tradicionalmente se ha enfocado
los estudios a ir observando uno a uno de
forma secuencial los efectos de cada factor.
Esta practica experimental resulta desacon-
sejable cuando se estudian un namero de
factores elevados, por ello se suele recurrir a
las técnicas de disefio de experiencias, cuyo
soporte estadistico es el analisis de la
varianza.

Los planes factoriales equilibrados consti-
tuyen los disefios mas sencillos y ampliamen-
te usados. En particular los planes 2%, en la

que todos los factores K son estudiados a
dos niveles y que manteniendo la ortogona-
lidad en todas sus combinaciones, nos permi-
ten determinar los efectos simples y las
interacciones de todos sus factores.

El uso de levaduras seleccionadas en fer-
mentaciones controladas hace viables pro-
ductos de elevada calidad, frente a otros mé-
todos mas tradicionales de fermentaciones
sin control levaduriforme realizadas por cepas
salvajes.

En este trabajo se pretende contribuir en la
eleccion racional de estas levaduras, reali-
zando un estudio basado en su influencia en
la acidez y en la produccidon de glicerol y
etanol.

Para ello se lleva a cabo un disefio 2¢ por
duplicado de 32 microvinificaciones con 4 le-
vaduras aisladas de mostos de las denomi-
naciones de origen de la Comunidad Valen-
ciana, de las cuales tres son de alto poder
fermentativo del genero Saccharomyces y
una de bajo poder fermentativo, Kloeckera
apiculata, de este modo se podran observar
las propiedades y facultades que aporta cada
una de las levaduras, que le hagan ser selec-
cionadas para la elaboraciéon de vinos, con la
intencién de que estas caracteristicas sean
reflejadas en el producto final.
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El disefio de experiencias como herramienta
para evaluar parametros enolégicos:
|. Variables microbioldgicas en la fraccion volatil

C. Otero, J. Navarro y T. Huerta

os problemas que se plantean en cual-

quier tipo de industria, y en concreto en

la industria enolégica afectan principal-
mente a la evaluacion de la calidad del pro-
ducto.

El conocimiento cientifico de los factores y
parametros que influyen en la calidad de un
vino es fundamental para que éste pueda ser
transformado y mejorado de acuerdo con las
exigencias del mercado.

Por esta razén, surge la necesidad de
plantear un disefio de experiencias valido que
nos permita evaluar diferentes caracteristicas
enologicas sin tener que recurrir al enfoque
tradicional, el cual consiste en hacer pruebas
modificando cada vez un solo factor.

El disefio de un experimento consiste en
los pasos previos a su realizacion, dirigidos a
asegurar que los datos se obtengan de tal
modo que permitan realizar un analisis objeti-
vo encaminado a efectuar generalizaciones
validas con respecto al problema planteado.

El disefio de experimentos esta basado en
planes factoriales equilibrados, cuyo soporte
estadistico es el analisis de la varianza.

Para llevar a cabo este estudio se ha rea-
lizado un disefio factorial con 4 variables a
dos niveles, cada una de las cuales represen-
ta un tipo de levadura, empleandose para ello
3 levaduras de alto poder fermentativo del
género Saccharomyces y otra cepa pertene-
ciente al género Kloeckera. De este disefio
obtenemos 16 fermentaciones diferentes por
duplicado que nos permiten estudiar tanto los
efectos simples que producen cada una de
las levaduras por separado, asi como las
interacciones que aparecen cuando el proce-
so fermentativo lo realizan especies diferen-
tes.

Con el fin de discernir si la influencia de las
levaduras es determinante en la produccion
de los compuestos organicos volatiles, se
realizé un andlisis de la varianza en el cual se
pone de manifiesto cual de los analitos de-
pende significativamente del tipo de inéculo
realizado o bien determinar si alguna de las
levaduras introducen cambios importantes en
el perfil aromatico del vino.
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Excrecion de aminoacidos en distintas
condiciones de crianza bioldgica

J.C. Mauricio, E. Valero, T. Berlanga, C. Millan y J.M. Ortega

| proceso de crianza biolégica para la
produccion del vino fino consiste en un
particular cultivo semicontinuo, en el que
levaduras de la especie Saccharomyces
cerevisiae estdn inmovilizadas formando un
velo de flor sobre la superficie del vino. Estas
levaduras que tienen un metabolismo oxida-
tivo consumen rapidamente el oxigeno disuel-
to del vino y dificultan la solubilizacion del oxi-
geno del aire, lo que consigue un ambiente
reductor. Nosotros hemos sugerido que en
estas condiciones, la cadena respiratoria de
transporte de electrones debe de estar limita-
da, viéndose favorecidas las reacciones
metabdlicas de reduccién acopladas a la oxi-
dacion de los coenzimas NADH y NADPH.
En este trabajo, se ha cuantificado por
HPLC la concentracion de aminoacidos ma-
yoritarios y de los excretados al vino por un
cultivo de células de una raza de flor de S.
cerevisiae raza capensis cultivada en forma
de velo durante 9 meses en dos tipos de vi-
nos: vino joven y vino agotado por envejeci-
miento. El cultivo con vino joven se realizé en
tres condiciones: anaerobiosis, semianaero-
biosis y semiaerobiosis. El vino agotado se
obtuvo por crecimiento y retiradas sucesivas
del velo de flor hasta que éste dej6é de formar-
se y se utiliz6 directamente y adicionado de
11 mM de L-prolina o acido L-glutamico o
amonio en semiaerobiosis.

La fuente principal de nitrégeno del vino
joven para las levaduras de flor fue la L-
prolina (11 mM), seguida por la L-fenilalanina
(1,8 mM), por el contrario en el vino agotado
los compuestos nitrogenados mayoritarios
fueron: la L-fenilalanina (0,91 mM) vy la L-
cisteina (0,95 mM). La mayor formacion de
velo se observé en la crianza con vino joven
y en semiaerobiosis, seguida de la semia-
naerobiosis y de la anaerobiosis. En el vino
agotado no hubo formacién de velo, sélo se
observé un pequefio anillo. Cuando se le adi-
cioné amonio, acido L-glutdmico o L-prolina,
se form6 un velo de flor menor que el forma-
do en el vino joven. Esto hace suponer que
la no formacién de velo se debe a una defi-
ciencia de la fuente de nitrégeno y quizas de
algun factor de crecimiento.

En las determinadas condiciones ensaya-
das se ha observado una excrecion de cier-
tos aminoacidos como L-prolina, L-treonina,
L-triptéfano, y de los aminoacidos azufrados
L-metionina y L-cisteina. La biosintesis de
novo de estos aminoacidos implica un balan-
ce positivo en la reoxidacion de los coenzi-
mas NADH y NADPH, lo que permite el man-
tenimiento en equilibrio del potencial de
oxidorreduccion celular en un medio no fer-
mentable (vino) cuando el oxigeno se en-
cuentra limitado.
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Tabla 1: Resultados

L-Pro (mM) L-Phe (mM) L-Thr (mM) L-Trp (mM) L-Met (mM) L-Cys (mM)
Vino joven 10,8 +0,47 1,77 +0,13 0,40+ 0,02 0,15+0,05 0,05+0,00 0,21 + 0,03
Semiaerobiosis 0,21+0,02 092+0,11 0,420,006 002000 0,10+0,01 1,05=%0,42
Semianaerobiosisis 5,60 + 0,31 0,65+ 0,13 0,49 + 0,04 0,23 +0,00 0,09 0,00 0,27 + 0,04
Anaerobiosis 155+246 2,19+0,08 0,63+0,09 049 +0,06 0,07+0,02 0,78 0,07
Vino agotado 0,22 +0,02 0,91+0,07 028+0,00 0,17 +0,11 0,03+0,01 0,95+0,01
Control 0,28 +0,01 0,37 £0,05 0,60+0,03 0,28+0,19 0,05+0,01 1,01%0,17
+L-Pro (11 mM) 493+069 0,34+0,03 059+0,08 0,630,113 0,07+£0,01 1,12 +0,16
+ L-Glu (11 mM) 0,14 +0,01 0,47 £0,12 0,72+ 0,04 1,65+0,23 0,10+ 0,00 2,03 + 0,92
+ L-NH,*(11mM) 0,34 +0,02 0,32+1,00 055+0,01 0,30+0,19 0,07 +0,01 1,05 0,02
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Influencia de cepas killer de Saccharomyces
cerevisiae en fermentaciones de mosto

Manuel Ramirez,* Francisco Pérez,? José A. Regoddn,? Maria L. Alvarez,?
Emiliano Zamora? y Concepcion de Miguel?®

e presenta un estudio sobre el efecto de

cepas killer de Saccharomyces cere-

visiae sobre cepas sensibles durante la
fermentaciéon de mosto utilizando un nuevo
método para seguir la evolucion de las po-
blaciones de levaduras (deteccién de un mar-
cador cromosOmico de resistencia a ciclo-
heximida). La capacidad de las levaduras
killer para eliminar las levaduras sensibles de-
pende de la proporcion inicial de levaduras
killer, de la susceptibilidad de las cepas sen-
sibles, y del tratamiento del mosto. En mosto
filtrado estéril, una proporcion inicial del 2-6%
de levaduras Kkiller puede retrasar la fermen-

tacion y eliminar las levaduras sensibles
isogénicas. Cuando coexisten levaduras no
isogénicas, es necesario una proporcion mas
variable de levaduras killer para conseguir el
mismo efecto. Las particulas que permane-
cen en suspension tras el desfangado del
mosto disminuyen el efecto de la toxina killer.
La adicion de bentonita elimina el retraso de
fermentacion y la supresion de las levaduras
sensibles; sin embargo, la adiciéon de acti-
vador de fermentacién con paredes de le-
vaduras no tiene el mismo efecto, aunque
disminuye el retraso en el inicio de fermenta-
cion.
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Factor killer en cepas de Saccharomyces cerevisiae
procedentes de vinificaciones espontaneas
(1994-2000) en la DOC Rioja. Consideraciones

sobre su influencia en la fermentacion

S. Epifanio,* P. Garijo,* R. Ldpez,* P. Santamaria,* A.R. Gutiérrez’ y A. Palacios’

n este trabajo se estudia el fenotipo res-

pecto al caracter killer en 2190 levadu-

ras aisladas a partir de fermentaciones
espontaneas en la DOC Rioja. El nimero de
bodegas estudiadas fueron 15, de las cuales
14 eran instalaciones comerciales caracteri-
zadas por no haberse practicado nunca
inoculaciones con cepas exégenas. En ellas
se hizo un seguimiento durante 4 afios (1997-
2000). El numero 15 corresponde a la bode-
ga experimental del CIDA, donde si se han
practicado inoculaciones puntuales con ce-
pas comerciales dotadas de fenotipo killer o
neutro, en depdésitos diferentes a los estudia-
dos. En esta bodega los estudios se realiza-
ron durante 5 afios (1994-1998).

El objetivo de este trabajo fue estudiar la
importancia real del caracter killer en la vinifi-
cacion: presencia y evolucion de los diferentes
fenotipos durante la fermentacién, influencia
de la tecnologia de vinificacién sobre este
caracter y modificacion de la flora espontanea
de una bodega debida a inoculaciones con ce-
pas killer. Todo ello con el fin de valorar la gran
importancia que se concede actualmente al
factor killer en los programas de selecciéon de
levaduras para su posterior comercializacion.

Los resultados de este trabajo indicaron
gue la distribucion del caracter Killer esta liga-
da a la zona de produccion y a la tecnologia
de elaboracién empleada: las Unicas cepas
killer las encontramos en Rioja Baja, mientras
gue en vinificaciones por maceracion carboni-

ca practicamente el 100% de las levaduras
son sensibles. Se ha observado ademas que
cepas de Saccharomyces cerevisiae con dife-
rentes fenotipos coexisten en diferentes eta-
pas de la fermentacion y que el fenotipo do-
minante varia en funcidon del afio estudiado,
detectandose que las cepas sensibles son ca-
paces no s6lo de mantener su presencia sino
incluso de incrementarla hasta hacerse domi-
nantes en el medio, debido quizas a su mejor
adaptacion al mismo. Estos datos cuestionan
la gran importancia que hasta ahora se ha dado
al caracter Killer en los programas de seleccion
de levaduras, puesto que el fenotipo killer po-
dria no aportar una ventaja en la vinificacion
dependiendo de multiples factores.

En la bodega del CIDA se ha podido ver
como a pesar de haberse practicado inocula-
ciones con cepas Kkiller en depdsitos proximos
a los estudiados, el desarrollo de fermentacio-
nes espontaneas se ha llevado a cabo sin
presencia de la cepa sembrada y con cepas
autdctonas de fenotipo sensible, lo que indica
gue el temor de algunos enélogos sobre la
modificacion de la flora sensible de la bodega
tras la siembra con cepas killer, no debe ser
la raz6n para no practicar la inoculacion cuan-
do sea necesario.

Como conclusién se podria decir que el
caracter killer de las levaduras que participan
en la fermentacién podria tener menor impor-
tancia tecnoldgica de la que hasta ahora se le
ha concedido.

! Centro de Investigacion y Desarrollo Agrario (CIDA) de La Rioja, Logrofio (cida@larioja.org)
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Estudio ecolbgico en una bodega de nueva
implantacion durante cinco vendimias consecutivas

G. Beltran, M. Novo, M.J. Torija, M. Poblet, N. Rozes, J.M. Guillamén y A. Mas

a transformacion del mosto en vino es

un proceso espontaneo llevado a cabo

por las levaduras, principalmente por la
especie Saccharomyces cerevisiae. El origen
de estas levaduras vinicas sigue siendo hoy
en dia una cuestiébn controvertida. Tradicio-
nalmente se asumia que todas las especies
de importancia enolégica provenian de la su-
perficie de la uva. Estudios posteriores han
demostrado que sélo algunas especies de
no-Saccharomyces estan presentes en la su-
perficie de ésta. Mientras que la especie de
mayor importancia enoldgica, Saccharomy-
ces cerevisiae, es muy dificil aislarla en la na-
turaleza, llegando al mosto con todo el trata-
miento mecénico de la vendimia. La contro-
versia se debe a que recientes estudios han
demostrado que las uvas dafiadas y pasifi-
cadas contienen una rica poblacion de micro-
organismos, entre ellos S. cerevisiae, y que
estas bayas serian la principal fuente de leva-
duras en fermentaciones espontaneas.

En el presente estudio se ha realizado un
seguimiento de las levaduras responsables
de fermentaciones espontaneas, tanto en
blanco (xarel-lo) como en tinto (garnacha).
Todas las vinificaciones se llevaron a cabo
espontaneamente en una bodega nueva du-
rante los 5 primeros afos de vendimia (1995-
2000). No obstante, en el funcionamiento ge-
neral de la bodega se inoculaba con diferen-

tes inoculos comerciales. Para la identifica-
cion y caracterizacion de las levaduras se
han utilizado técnicas de biologia molecular,
como son el analisis de restriccion (RFLP) del
mMtDNA y del rDNA.

Al tratarse de una bodega nueva se elimi-
no, al menos durante el primer afo, la posible
aportacion de levaduras por parte de los equi-
pos empleados en la vinificacién, de manera
gue todas la especies encontradas eran ce-
pas salvajes provenientes del propio mosto.
En las posteriores vendimias nos encontra-
mos con:

— Levaduras autdctonas: algunas ya identifi-
cadas con anterioridad y otras nuevas.

— Levaduras comerciales utilizadas en la bo-
dega en otros depositos.

Se ha podido observar que a pesar de que
a partir del segundo afio el nimero de leva-
duras autéctonas nuevas se reduce conside-
rablemente, siempre se sigue presentando
alguna. Asi mismo, la variabilidad total se va
reduciendo, con tendencia a imponerse un
reducido numero de levaduras comerciales
gue han pasado a ser residentes habituales
en bodega. Finalmente, la contaminacién
desde los otros depdésitos inoculados, es re-
ducida pero significativa.

Unidad de Enologia del Centro de Referencia en Tecnologia de Alimentos (CeRTA), Departamento de Bioquimica y
Biotecnologia, Facultad de Enologia, Universitat Rovira i Virgili (URV), Tarragona
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Desarrollo de técnicas moleculares
de analisis de bacterias acéticas

Angel Gonzalez, Montse Poblet, Nicolds Rozés, Jose Manuel Guillamdn

y Albert Mas

as bacterias acéticas, microorganismos

gramnegativos y aerobios estrictos, son

capaces de metabolizar tanto glucosa,
como fructosa y etanol. Sin embargo, en con-
diciones de vinificacion estos compuestos no
son oxidados completamente hasta diéxido
de carbono y agua, acumulandose en el me-
dio diferentes catabolitos, siendo el mayori-
tario el acido acético, que es la causa mas
frecuente de disminucion de calidad en los
vinos.

Esto hace que exista una necesidad de
controlar la poblacion y, hasta el momento,
las técnicas microbioldgicas clasicas no son
ni concluyentes a nivel de cepa ni lo suficien-
temente rapidas. Hasta el momento se ha
puesto a punto una técnica para la identifica-
cion de bacterias acéticas a nivel de especie
(PCR-RFLP del rDNA 16S, Poblet et al., 2000
y Ruiz et al., 2000). En la actualidad el grupo
investigador esta desarrollando técnicas para
el analisis de dichos microorganismos a nivel
de cepa, ya que esto permitiria hacer un se-
guimiento ecoldgico de los diferentes proce-

sos en los que las bacterias acéticas intervie-
nen. Las técnicas que se estan desarrollando
para analizar la bacterias acéticas a nivel de
cepa son: ERIC, REP y AFLP.

Para comprobar la efectividad de las dife-
rentes técnicas se utilizan unas 30 cepas de
coleccién pertenecientes a todas las especies
de bacterias acéticas descritas. Ademas de
estas cepas de referencia se realizaran ensa-
yos con un namero similar de cepas de nues-
tra propia coleccién, aisladas en procesos in-
dustriales. De esta forma se podra controlar
de forma répida y eficaz la presencia de las
diferentes especies a lo largo de las fermen-
taciones alcohdlica y malolactica, asi como
determinar la cepa que se impone en cada
uno de los procesos, lo cual seria de gran in-
terés para la industria enoldgica.
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Estudio del efecto de nuevos fungicidas

sobre la dinamica poblacional de

Saccharomyces

uvarum en mosto variedad airén

M.A. Garcia,* J. Oliva,* A. Barba,® M.A. Camara® y F. Pardo?

a evolucion de la flora levaduriforme,

autoctona o inoculada, durante la fer-

mentacion esta influenciada por diversos
factores, entre otros los tratamientos fitosani-
tarios. Los residuos de plaguicidas, en gene-
ral, y de fungicidas, en particular, pueden al-
terar las rutas bioguimicas de la fermentacién
debido al efecto de los mismos sobre las le-
vaduras. Mayoritariamente, la accién de estos
productos sobre la poblacion levaduriforme
se produce a nivel de la sintesis de esteroles
o0 inhibiendo la respiracién o fermentacion.

En este trabajo se estudia la influencia de
los residuos de tres fungicidas (azoxystrobin,
kresoxim-metil y quinoxifén), de reciente utili-
zacion en el vinedo de la DO Jumilla, sobre la
evolucion de la cinética fermentativa en vi-
nificaciones inoculadas con Saccharomyces
uvarum.

El estudio se llevd a cabo en mosto blanco
(variedad airén) al que se sometié a un clarifi-
cado con filtro de placas (2-3 mm) a escala
laboratorio y posteriormente una filtracién
amicrébica bajo vacio con filtros Millipore de
0,45 mm para obtener mosto estéril. Este, se
introdujo, sin sulfitar, y a razén de 1,5 L en re-
cipientes de vidrio de 2 L de capacidad. La
inoculacion del mosto estéril se realiz6 a ra-

z6n de 30 g/hL con un cultivo puro de Sac-
charomyces uvarum (UVAFERM UVA, Agro-
vin, Ciudad Real), también se afiadio 20 g/hL
de nutriente. Los tres fungicidas estudiados
se adicionaron por separado y a dos dosis
(1y 5 ppm).

Durante la fermentacion se realizé un se-
guimiento diario de la densidad y del recuen-
to del nimero de levaduras viables. Para el
recuento se utilizé como medio de cultivo
YGC-agar y las placas fueron incubadas a 25
°C durante 72 horas.

De los resultados obtenidos se desprende
que la presencia de residuos de los fungi-
cidas estudiados, a las dosis utilizadas, no
afecta de manera significativa la fermenta-
cion, ya que ni la inhiben ni la retrasan en el
tiempo. Sin embargo, si se aprecia un efecto
biocida inicial para los tres productos, que no
persiste a lo largo de la fermentacién. Es-
tando este efecto mas desarrollado para
guinoxifén y menos para kresoxim-metil. La
dosis no tiene una influencia clara en el ma-
yor o menor efecto biocida.

La densidad final es, en todos los casos,
adecuada para garantizar que no se produz-
can refermentaciones durante la conserva-
cion del vino.

! Departamento de Quimica Agricola, Geologia y Edafologia, Facultad de Quimica, Universidad de Murcia
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Evaluacion del proceso autolitico de las levaduras
utilizando técnicas quimicas y de microscopia

A.J. Martinez-Rodriguez, A.V. Carrascosa y M.C. Polo

a composiciéon y calidad de los vinos

espumosos elaborados por el método

tradicional esta estrechamente relacio-
nada con el proceso de autdlisis de las leva-
duras que tiene lugar durante el envejeci-
miento de este tipo de vinos. Durante la
autolisis se producen importantes cambios
guimicos y morfol6gicos en las células debi-
dos a la participacion de diversos enzimas.
Una de las consecuencias de esta actividad
enzimatica, es la formacién de poros en la
pared celular de un tamafio suficiente para
que puedan pasar al ambiente extracelular un
gran numero de compuestos y enzimas. Los
compuestos nitrogenados se encuentran en-
tre los mayoritarios de los que se excretan
durante la autélisis y han sido objeto de estu-
dio por diferentes autores.

En este trabajo se presentan los resulta-
dos obtenidos del estudio del proceso de
autélisis, indirectamente a través del analisis
de los compuestos nitrogenados liberados al
medio extracelular y directamente mediante la
observacién estructural y ultraestructural de
las levaduras utilizando microscopia Optica y
electronica. En el medio vinico modelo utiliza-
do en este estudio, la mayor parte del proce-
so de autdlisis tiene lugar en las primeras 24
horas de incubacién a 30 °C. Durante el estu-
dio analitico de los autolisados, se ha podido
comprobar que hay una liberacion de pépti-

dos y proteinas que son parcialmente hidro-
lizados en compuestos menos polimerizados.
La mayor parte de los compuestos presentes
en los autolisados son péptidos. El analisis
microscoépico utilizando la técnica interferen-
cial de Nomarsky ha permitido comprobar
gue después de 24 horas de autdlisis induci-
da el volumen de las levaduras es mucho
menor, debido a la solubilizacién del conteni-
do citoplasmatico. En un gran namero de cé-
lulas es posible observar también un incre-
mento en el tamafo de la vacuola, que llega
a ocupar practicamente todo el volumen del
citoplasma. El analisis ultraestructural utilizan-
do microscopia electronica de barrido a bajas
temperaturas (LTSEM) nos ha permitido ob-
servar que producto de la autélisis aparecen
en la pared celular de las levaduras numero-
sas arrugas y pliegues, en su mayor parte
longitudinales. Las imagenes obtenidas de
levaduras que se han fracturado durante la
preparacion para el analisis microscépico
muestran la presencia de células vacias, en
las que se ha solubilizado la mayor parte del
contenido citoplasmatico producto de la auté-
lisis. Estos resultados indican que la mayor
parte del proceso autolitico tiene lugar des-
pués de 24 horas de incubacion en el medio
vinico utilizado y coinciden con los obtenidos
mediante el estudio analitico de los autoli-
sados.

Instituto de Fermentaciones Industriales, CSIC, Madrid (mcpolo@ifi.csic.es)
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Resistencia de bacterias lacticas seleccionadas
a procesos de congelacion vy liofilizacion

M.C. Masqué,* R. Carbd,? S. Burén? y S. Rico!

a fermentacion malolactica (FML) es una

transformacion realizada por bacterias

lacticas, que supone la descarboxilacion
del &cido malico a &cido lactico. Los vinos re-
sultantes se caracterizan por ser menos aci-
dos, presentar mayor estabilidad microbiol6-
gica y una mayor calidad organoléptica. Pero
el vino no siempre constituye un medio favo-
rable para el crecimiento de las bacterias, por
lo que a veces es dificil que se realice dicha
transformacion. Una practica habitual supone
la induccion de la fermentacién inoculando
cultivos iniciadores seleccionados. De entre
los cultivos iniciadores, se ha demostrado
gue las cepas autoctonas ofrecen mayores
garantias de alcanzar los objetivos de estabi-
lidad y calidad sensorial deseados.

El trabajo que se presenta tiene como ob-
jetivo seleccionar bacterias lacticas que pre-
senten un buen comportamiento frente a la
liofilizacién y que mantengan las buenas ca-
racteristicas enoldgicas que tenian antes de
ser liofilizadas.

Se parte de 8 cepas lacticas selecciona-
das en estudios previos por su capacidad de
realizar la FML a elevadas graduaciones alco-
holicas, pH bajos y concentraciones de sulfu-
roso elevado sin producir incrementos de aci-
dez volatil ni aminas biégenas.

El proceso de liofilizacién se realiza inicial-
mente con cultivos en MRS al que se adicio-

na un 15% de glicerol, posteriormente se ve
la necesidad de ir disminuyendo el agente
crioprotector hasta que se llega a eliminar
totalmente. Para mejorar el aspecto del lio-
filizado obtenido se ensaya exitosamente
sustituir el medio sintético por solucién salina,
lavando previamente las células con la mis-
ma solucion.

Durante el proceso de liofilizacion se reali-
zan recuentos de células viables en placa en
antes y después de la congelacion y posterior
liofilizacién y, se observa que se produce una
pequefia pérdida de viabilidad que para algu-
nas cepas llega a dos unidades logaritmicas
como maximo. Asi pues, en general, las ce-
pas ensayadas toleran bien las distintas ope-
raciones realizadas durante la liofilizacion.

Las bacterias liofilizadas se siembran direc-
tamente en vino, y se estudia tanto la supervi-
vencia como la actividad malolactica a lo lar-
go de 20 dias de ensayo. Se comparan estos
dos parametros con el comportamiento que
presentan estas mism as cepas sin liofilizar.

Se observa que la degradacion de acido
malico es inferior y mas lenta para la mayoria
de las cepas liofilizadas. De las 8 ensayadas
s6lo 3 han realizado la FML en los 15-20
dias. El resto de cepas, que sin liofilizar pre-
sentaban un buen comportamiento, a los 15
dias a penas habian iniciado la degradacion
de acido malico. La poblacién viable de bac-

1Estacion de Viticultura y Enologia de Reus (INCAVI), Reus (incavi.reus@troc.es)
2Escuela Superior de Agricultura de Barcelona (UPC), Barcelona (rosa.carbo@upc.es)
Este trabajo se ha realizado dentro el marco del proyecto CICYT Ali96-0682.
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terias tiene un comportamiento similar al ob-
servado en ensayos con cultivos frescos. Pa-
rece pues que, aln cuando las bacterias
liofilizadas mantienen bien la capacidad de
supervivencia en el vino, necesitan un tiempo

de adaptacién superior para realizar la FML
con una eficacia similar a la que presentaban
antes de ser liofilizadas. Estos resultados nos
indican la necesidad de una adaptacion pre-
via para alguna de las cepas.
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Modificacion de las proteinas y polipéptidos

de vino tinto por
en condiciones de estrés

Oenococcus oeni

M.C. Manca de Nadra,* M.E. Farias,* E. Pueyo® y M.C. Polo?

e ha detectado un méaximo de sintesis de
exoproteasa por Oenococcus oeni X,L
en tampon citrato, pH 5,0 con SO, 0 SO,
+ etanol, en presencia de la fraccién nitroge-
nada macromolecular de un vino tinto como
sustrato. Teniendo en cuenta la disminucion
del niamero de células (dos unidades logarit-
micas) en el tampon mas los aditivos, el
maximo de produccion de exoproteasa (mM
de aminoacidos x 107 células) se alcanzé en
presencia de SO, + etanol (de 0,037 a 4,970 mM
x 107 células después de 4 h de ayuno).
En las dos primeras horas de ayuno, la

velocidad de produccion del enzima fue ma-
yor en presencia de SO, y de SO, + etanol.
Del estudio de los cromatogramas obtenidos
por HPLC de la fraccién peptidica, se ha
comprobado que el péptido de tiempo de re-
tencién 47 min, disminuye en relacion directa
con el tiempo de incubacion de Oenococcus
oeni independientemente de las condiciones
de estrés, sin embargo en las dos primeras
horas de incubacion en tampon + SO, +
etanol este pico disminuye marcadamente
permaneciendo en la misma concentracion
en las dos horas siguientes.

!Facultad de Bioquimica, Quimica y Farmacia, Universidad Nacional de Tucuman y CERELA, Tucuman, Argentina
2Instituto de Fermentaciones Industriales (CSIC), Madrid (mcpolo@ifi.csic.es)
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Estudio molecular de la biota levaduriforme
en una bodega de la DO Utiel-Requena

M. Villa,® C. Belloch,® F. Uruburu* y A. Querol?

radicionalmente, el vino se elabora por

fermentacion natural llevada a cabo por

levaduras originales presentes en los
racimos y en el propio sistema de la bodega.
En Espafia, como en muchos otros paises,
se intenta evolucionar hacia una fermenta-
cion dirigida de los mostos utilizando levadu-
ras seleccionadas que, al proceder normal-
mente de otros ecosistemas, pueden sufrir
problemas de aclimatacion y no llegan a des-
plazar a la flora autoctona. Asi pues, es ne-
cesario realizar un estudio de implantacion de
las cepas comerciales que se pretende utili-
zar en las bodegas, determinar qué levadura
es la mas adecuada y, en el caso de que las
levaduras comerciales no lleven a cabo la fer-
mentacién adecuadamente sera necesario
realizar una seleccion de cepas en base a las
caracteristicas enoldgicas que determine la
bodega dependiendo de los vinos que se va-
yan a elaborar.

Para diferenciar la levadura inoculada del
resto de las levaduras presentes durante la
fermentacion, las técnicas de biologia mole-
cular se presentan como una alternativa a la
metodologia tradicional, como el método de-
sarrollado por el grupo de Querol, et.al.
(1996), basado en un analisis de restriccion
del DNA mitocondrial (mtDNA), sin necesidad
de purificar el mtDNA (Querol et.al., 1992b).
Este método se ha aplicado tanto a la carac-
terizacion de levaduras vinicas seleccionadas
como al seguimiento de levaduras a lo largo

de procesos industriales (Querol et.al.,
1992c). Es un método rapido de identificacion
de levaduras presentes en los mostos (Guilla-
mon et.al., 1998).

En el presente trabajo, se realizaron fer-
mentaciones controladas con levadura inocu-
lada y fermentaciones espontaneas a modo
de control con distintas variedades de uva de
vinos blancos vy tintos. Después se procedi6
al aislamiento de las levaduras a partir de los
vinos elaborados, tomando distintas muestras
a lo largo de la fermentacion. El siguiente
paso fue la identificacion de las levaduras ais-
ladas mediante RFLP del producto de ampli-
ficacion de la zona ITS-5.8S rRNA. Poste-
riormente, las levaduras identificadas como
Saccharomyces cerevisiae se caracterizaron
molecularmente mediante RFLP del mtDNA.
Utilizando la caracterizacion molecular a nivel
de cepa se intentd calcular el porcentaje de
implantacion de levaduras comerciales en las
condiciones de vinificacion utilizadas en la
bodega.

La técnica de RFLP rDNA permite diferen-
ciar las especies de Saccharomyces cere-
visiae de las que no lo son; pero no nos per-
mite constatar que todas las especies Sac-
charomyces cerevisiae sean la misma cepa y
que se correspondan con la levadura inocula-
da, por lo que recurrimos a la técnica de
mtDNA que permite diferenciar a nivel de
cepay asi, poder seguir el proceso de implan-
tacion de las levaduras comerciales.

1 Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT), Universidad de Valencia, Burjassot, Valencia
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