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RESUMEN

La elaboracion del vino es un proceso complejo llevado a cabo por una poblacién diversa
de microorganismos que tienen un papel esencial en la calidad y autenticidad del mismo.
Actualmente, algunas bodegas han optado por llevar a cabo fermentacién espontanea
para aportar a su vino caracteristicas organolépticas unicas. El estudio de la sucesion
natural de levaduras en el proceso de vinificacion es fundamental para determinar las
especies y/o cepas de levaduras que participan en este proceso.

En estudios previos, se hizo una seleccion de levaduras predominantes durante el
proceso de vinificacion en una parcela localizada en la D.O. Rueda (Valladolid) de uva
variedad Verdejo durante la vendimia 2010. Los aislados obtenidos en el andlisis de 5
etapas diferentes del proceso de vinificacion se caracterizaron mediante métodos
moleculares confirmando la presencia de varias cepas de Saccharomyces cerevisiae
genéticamente diferentes.

El objetivo principal de este trabajo es caracterizar enolégicamente estas cepas de
Saccharomyces cerevisiae mediante una serie de criterios tecnologicos que permitan
conocer el comportamiento de las mismas sobre mosto de uva Verdejo. La
caracterizacién de las levaduras ofrecera a la bodega la opcién de disponer de levaduras
gque permitan, en una vendimia complicada, mantener la calidad y la singularidad de su
vino.

ABSTRACT

The elaboration of wine is a complex process carried out by a diverse population of
microorganisms that play an essential role in its quality and authenticity. Currently, some
wineries have chosen to carry out spontaneous fermentation to provide their wine with
unigue organoleptic characteristics. The study of the natural succession of yeasts during
winemaking process is fundamental to determine the species and / or strains of yeast
that participate in this process.

In previous studies, a selection of predominant yeasts during winemaking process was
made in a parcel located in D.O. Rueda (Valladolid) of Verdejo grape variety from 2010
harvest. The isolates obtained in the analysis of 5 different stages of winemaking process
were characterized by molecular methods confirming the presence of several strains of
genetically different Saccharomyces cerevisiae.

The main aim of this work is to characterize oenologically these strains of
Saccharomyces cerevisiae by means of a set of technological criteria that allow to know
their behaviour on grape juice. The characterization of the yeasts will offer the winery the
option of having available yeasts that allow, in a complicated vintage, to maintain quality
and uniqueness of its wine.
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1. INTRODUCCION.

1.1 Ecologia de las levaduras.

La transformacion del mosto en vino es un proceso muy complejo llevado a cabo por
levaduras, que son los microorganismos responsables del proceso de fermentacion
alcohdlica. Las levaduras tienen un gran impacto en la calidad del vino, contribuyendo
a la estructura basica de los aromas y flavonoles del vino. Por otro lado, algunas
levaduras pueden causar el deterioro del vino y la pérdida de valor del producto cuando
se desarrollan tras la fermentacion alcohdlica (Doyle, et al., 2001) . Las levaduras estan
ampliamente distribuidas en la naturaleza y su diseminacién se lleva a cabo por medio
del viento y de los insectos. Por lo tanto, la poblacién de levaduras presentes en la uva
es variable y va a influir en el proceso de vinificacion, por ello, es importante tener un
conocimiento fiable sobre su ecologia (Fleet, et al., 2002).

El origen de Saccharomyces es una cuestidn controvertida, ya que existen dos teorias.
La primera teoria define que las uvas dafiadas (por hongos, exceso de agua, pajaros,
insectos...) sirven de “depdsito” para microorganismos, entre ellos la levadura
Saccharomyces cerevisie y, por lo tanto, estas uvas son la principal fuente de levaduras
en las fermentaciones espontaneas (Mortimer & Polsinelli, 1999). La segunda teoria nos
dice que su principal procedencia es el ambiente de la bodega, aunque no descarta una
presencia minoritaria en las uvas (Martini, 1993).

Saccharomyces cerevisiae esta ausente o rara vez esta presente en las uvas, pero la
podemos encontrar en el entorno de la bodega y es la levadura mas relevante en la
fermentacion alcohdlica (Longo, et al., 1991). Las levaduras no-Saccharomyces crecen
bien durante las primeras etapas de fermentacion, cuando la concentracién de etanol
todavia es baja, siendo luego reemplazadas por Saccharomyces, que son mas
tolerantes al etanol.

Sin embargo, las levaduras no-Saccharomyces definitivamente contribuyen a la
fermentacion y pueden llegar a poblaciones de hasta 108-107 células/ml (Heard & Fleet,
1986)). Estas altas poblaciones se cree que influyen en la composicién del vino asi como
el desarrollo de Saccharomyces, porgue los cambios quimicos en el vino producido por
las no-Saccharomyces afectan tanto la cinética del crecimiento y metabolismo de
Saccharomyces (Lema, et al., 1996). Los primeros estudios examinaron cémo las
poblaciones nativas de cepas de Saccharomyces evolucionan durante la fermentacion
espontanea del vino (Queroal, et al., 1992). Se han observado muchas cepas diferentes,
pero pocas fueron predominantes en las Ultimas etapas del proceso.

El interés de la seleccion de levaduras es obtener una levadura que tenga los maximos
indices caracteristicos de la zona, un maximo rendimiento en etanol por unidad de
azlucar metabolizado y buena cinética fermentativa.

1.2. Antecedentes.

Las levaduras fueron aisladas durante la vendimia 2010 (Toquero Gonzalez, 2011). Para
su caracterizacion molecular se determind su perfil mitocondrial mediante la técnica de
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) de ADN mitocondrial (Lépez
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Enriquez, 2014/2015). Esta técnica parece ser el método més adecuado para establecer
diferencias entre cepas de S. cerevisiae (LOpez, et al., 2001). Su andlisis mediante RFLP
permite la caracterizaciéon de diferentes cepas, basandose en el alto grado de
polimorfismo que presenta y en la estabilidad de la misma durante la multiplicacién
vegetativa (Ribéreau-Gayon, et al., 2003).

Esta técnica requiere la obtencion previa del ADN total de la levadura, el cual incluye el
ADN nuclear y el mitocondrial, a partir de un cultivo puro del aislado (Querol, et al.,
1992). Posteriormente, el ADN total es sometido a una digestion enzimatica y el
producto de la digestion es separado mediante electroforesis en gel de agarosa. La
digestion del ADN mitocondrial da lugar a fragmentos de longitud variable, en un nimero
no muy abundante, cuya separacion mediante electroforesis en geles de agarosa
determina patrones de bandas que definen el perfil especifico de una cepa (Querol, et
al., 1992).

Las levaduras caracterizadas enolégicamente en este trabajo presentan patrones de
AND mitocondrial diferentes (fig. 1), lo que confirma que son levaduras genéticamente
diferentes y, por lo tanto, su comportamiento enolégico puede mostrar diferencias
significativas.

110330 12 149590 140290 14310 148430 160230

—
—
-

Fig. 1: Patron ADN mitocondrial levaduras seleccionadas.

Adicionalmente, se confirmé mediante secuenciacion de estas levaduras que todas ellas
son cepas pertenecientes a la especie S. cerevisiae.

1.3. Criterios enoldgicos de seleccién de levaduras vinicas.

Los criterios enoldgicos para la seleccion y/o caracterizacién enolégica de levaduras
vinicas van a variar en funcién de su aplicacién tecnoldgica, sin embargo, todas ellas
deben poseer unas caracteristicas béasicas o fundamentales. Un poder fermentativo
elevado tendente a dejar los vinos con azlcares residuales minimos, o totalmente
secos, una acidez volatil baja y una correcta cinética fermentativa marcan inicialmente
los tres criterios comunes de seleccién de cepas de levaduras para la elaboracion de
cualquier vino, salvo que se trate de algun tipo de vinificacién especial. En la figura 2,
aparecen descritos segun la importancia atribuida a cada uno de ellos, seguidos de otros
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criterios también basicos, como la resistencia al SO, y la ausencia de defectos olfativos
(Suarez & Leal, 2004).

m Poder fermentativo elevado

u Acidez volatil baja

u Correcta cinética fermentativa
Resistencia al SO2

m Ausencia de defectos olfativos

u Factor killer

m Otros segun tecnologias
especificas

Fig. 2: Criterios de la seleccién clonal de la levadura vinica (Suarez & Leal, 2004)

1.3.1. Poder fermentativo, vigor y cinética fermentativa.

El poder fermentativo consiste en determinar la cantidad méxima de azucar que la
levadura es capaz de fermentar. Se expresa como la medida del porcentaje en volumen
(%Vol.) de etanol que una cepa de levadura es capaz de producir (Suarez-Lepe, 1997).

El vigor fermentativo, es la velocidad a la que la levadura inicia la fermentacion, se
expresa en gramos de CO. producidos de 2 a 3 dias después del comienzo de la
fermentacion. La cinética se podria definir como la velocidad de metabolizacion de los
azucares respecto al tiempo. Es frecuente en enologia valorarla como variacion de la
densidad o como perdida de CO, respecto al tiempo. Permite el seguimiento de la
fermentacion y deteccion de comportamientos anormales, mediante una curva (gramos
de CO; producidos o gramos de azlcar fermentado/tiempo) con el fin de seleccionar las
cepas que muestran un rapido inicio de la fermentacién, sin observacion de picos
debidos a las variaciones de temperatura (Boned, et al., 1992).

Una buena cinética se traduce en un menor consumo de energia debido al control de la
temperatura. La temperatura es uno de los factores que varian entre los procesos de
vinificacion, influyendo en la produccion de acidez volatil, produccion de metabolitos y
en la viabilidad de la levadura (Suarez-Lepe, 1997).

Varios son los criterios a tener en cuenta para determinar la correcta cinética
fermentativa de una levadura:
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- Réapido arranque de la fermentacion: garantizando la estabilidad de la materia
prima y disminuyendo la posibilidad de que ocurra un ataque bacteriano u
oxidaciones.

- Regularidad fermentativa y curva termodinamica de cada cepa de levadura: si
se observa una cinética progresiva se garantiza la ausencia de explosiones
caldricas. Esto evitara elevaciones excesivas de temperatura que puedan
provocar baja calidad del vino e incluso paradas fermentativas.

- Ausencia de problemas de acabado: garantiza que la cepa pueda terminar
correctamente la fermentacién sin que en el vino permanezcan azucares
residuales.

- Duracion total del proceso.

1.3.2 Acidez volatil.

La acidez volatil se expresa como g/l de acido acético. Este es un producto derivado de
la fermentacion alcohdlica producido por las levaduras. Este es mayor o menor
dependiendo de la especie o cepa de levadura que interviene en la fermentacion. Del
mismo modo hay otros factores que también influyen en la produccion de &cido acético
los microrganismos anaerobios, carencias de vitaminas y aminoacidos, temperaturas de
fermentacion elevadas durante el proceso de multiplicacién celular y pH muy bajos
inferiores a 3,1 o superiores a 4,0 (Hidalgo Togores, 2011).

Muchos de los acidos voléatiles se forman en las primeras fases de la fermentacion,
debido a la descarboxilacién oxidativa 0 de manera simultanea a la biosintesis de acido
férmico. La especie Saccharomyces cerevisiae suele producir acido acético y acetato
de etilo por ello se rechazan aquellas especies que superen la cifra de 0,3-0,4 g/l
CH3COOH (Suarez Lepe, 1997) (AYG/1405/2008, 2008).

1.3.3 Resistencia al SO2

La levadura Saccharomyces cerevisie destaca por su resistencia al SO, (De Rosa,
1998), sin embargo, esta resistencia es muy variable entre levaduras fermentativas. El
SO, causa la inhibicion y muerte de la célula microbiana modificando su membrana
celular y bloqueando ciertos sistemas enzimaticos esenciales en el metabolismo
energético, ademas de causar dafios en el interior de la célula a nivel mitocondrial
(Suarez & Leal, 2004). La tolerancia de caracter genético o inducible en las levaduras
gue se transmite de generacién en generacion y se dice que puede estar basada en la
produccion de acetaldehido (Beech & Thomas, 1985).

1.3.4 Fenotipo killer.

Las levaduras killer pueden crecer en detrimento de otras levaduras en determinadas
condiciones de vinificacién. Estas cepas pueden producir la toxina K2 y son resistentes
a la misma (fenotipo K+R+). Se ha sugerido que utilizar cepas killer puede potenciar la
implantacion de la levadura en la vinificacion (Suarez Lepe, 1997). Sin embargo, la
toxina killer se tampona en condiciones de vinificacion comparada con la toxicidad in
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vitro. Los test Killer y sensible se utilizan para determinar la capacidad de la cepa de
estudio de producir la toxina K2 y/o su sensibilidad hacia esta (Rosini, 1983).

En toda poblacién de cultivo puro de una determinada especie de levadura existen a
estos efectos cuatro tipos de célula; las matadoras o productoras de la toxina, las
sensibles (mueren bajo su accion), las neutras (que no la producen ni se afectan por la
toxina) y por ultimo las suicida (que son sensibles a su propia toxina) (R.B, 1968). Por
lo tanto, podemos distinguir cuatro fenotipos diferentes:

o K+R+: KILLER (K).

e K-R+: NEUTRA (N).
e K-R-: SENSIBLE (S).
e K+R-: SUICIDA (s).

1.3.5 Comportamiento levaduras en medio liquido.

Aunqgue el comportamiento de las levaduras en medio liquido no sea un criterio basico,
es interesante ya que da una idea del crecimiento y reproduccion de las levaduras
durante la fermentacion (Hidalgo Togores, 2011). El comportamiento de las levaduras
en mosto blanco, se estudia a través del desarrollo disperso que facilite una
fermentacion regular y de una baja o discreta formacién de espuma (De Rosa, 1998).

El tipo de desarrollo celular de S. cerevisiae en el mosto desfangado tiene una
importancia tecnolégica decisiva. Puede aparecer turbidez uniforme de tipo
pulverulento, ésta se debe a que después de la gemacioén de las células hijas se separan
de la madre y lentamente se van depositando en el fondo (Suarez & Leal, 2004). Con
respecto a la formacion de espuma, esta propiedad esta ligada a la hidrofobicidad celular
y a la tendencia a la diseminacién, siendo un caracter estable y hereditario (Suarez
Lepe, 1997). En cualquier caso, se trata de un caracter negativo que no permite usar los
depodsitos de fermentacion en su capacidad util y puede ser una fuente de
contaminaciones (Suarez & Leal, 2004).

2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL TRABAJO.

El objetivo principal de este estudio es caracterizar el comportamiento enoldgico de
cepas genéticamente diferentes de Saccharomyces cerevisiae aisladas a lo largo del
proceso de vinificacibn de Verdejo en una parcela de la D.O. Rueda y obtener la
levadura que mejor se adapte a nuestras necesidades.

Para ello se proponen los siguientes objetivos especificos:

1. Estudiar la cinética fermentativa de las distintas cepas de levaduras.

2. Evaluar el efecto de la temperatura en el comportamiento enolégico de las
levaduras.

3. Evaluar las caracteristicas enoldgicas de las levaduras que influyen en el
proceso de fermentacion y los parametros fisico-quimicos que se obtienen tras
la misma.
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3. MATERIALES Y METODOS.
3.1 Materiales.
3.1.1 Levaduras

Las levaduras utilizadas en este estudio pertenecen todas a la especie Saccharomyces
cerevisiae. Se seleccionaron representantes de diferentes perfiles genéticos obtenidos
mediante la caracterizacion molecular (tabla 1). Como control, se utilizé una levadura
comercial, Uvaferm WAM™ (Lallemand), aislada previamente en la E.T.S. de
Ingenierias Agrarias de Palencia, Universidad de Valladolid. Las caracteristicas
fermentativas de esta levadura seleccionada son muy buenas, ya que provoca un
arranque de la fermentacion rapido y posee una cinética fermentativa rapida y regular.
Su poder alcoholigeno es superior a 12,5 %vol., no muestra produccion de SHy, tiene
una baja produccion de acidez volatil y fenotipo killer (Lamellard, 2015).

Cepas de S. cerevisiae Etapas fermentativas
donde esta presente

1101-10 MURE; MDB
1102-10 MURE
1401-10 MDB; IFB; FTB; FFB
1402-10 IFB
1413-10 IFB
1414-10 IFB; FTB; FFB
1602-10 FFB

Tabla 1: Levaduras seleccionadas y las etapas fermentativas donde estan presentes. MURE; mosto de uva
recién estrujado en bodega, MDB; mosto desfangado en bodega, IFB; inicio de fermentacion en bodega,
FTB; fermentacién tumultuosa en bodega, FFB; final de fermentacion en bodega.

. : u;lﬂf‘«‘ Medis Medo
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: S i ot
oL 3 . ?:? 0\ or
Loy w03 e LA A0S e
e gk ¥ Wedia
e : atv LT \\_Bf-g.
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wn’ R0 i 4 ‘“05
ol . -

Fig. 3: Levaduras seleccionadas.

En el ensayo Killer se utilizaron dos levaduras comerciales obtenidas de la coleccion de
cultivos tipo de la Universidad de Valencia: S. cerevisiae (CECT 1443) como cepa
sensible y S. cerevisiae (CECT 1414) que posee fenotipo killer.
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3.1.2 Mosto.

El mosto utilizado pertenece a la variedad Verdejo, procedente de la D.O. Rueda. Se
obtuvo tras el desfangado durante la vendimia 2016. A la llegada al laboratorio se
esterilizo a vapor fluyente durante 25 minutos y se mantuvo congelado a -20°C hasta su
uso.

Se determind el contenido de azucar mediante un refractometro (ATAGO, Hand
refractometrer ATC-1) obteniendo 23,2 °Brix que corresponden con una concentracion
de 225 g/l de azlcar y un grado probable de 13,4%.

3.1.3 Medios de cultivo.

3.1.3.1 Medio YEPD.
i El crecimiento y mantenimiento de las levaduras se realiz6 en medio
= YEPD (extracto de levadura-peptona-dextrosa). Para la elaboracion del

- —| medio de cultivo se utilizaron 20 g/l de glucosa (Labkem), 20 g/l de
peptona (Panreac) y 10 g/l de extracto de levadura (Labkem). Cuando
~iffh se requirié el empleo del medio en estado sélido, se adicionaron 20 g/l
... || de agar (BD Bacto™Agar). Antes de su uso, se esteriliz6 a 121°C

t | durante 15 minutos (OIV, 2018).

Fig. 4: Medio
YEPD.

3.1.3.2 Medio test killer y sensible.

s | Para realizar el test killer y sensible se elabor6 un medio de cultivo
ﬁ compuesto por 1 g/l de extracto de levadura (Labkem), 2 g/l de

bactopeptona (Panreac), 2 g/l dextrosa (Labkem), 3,5 g/l agar (BD
Bacro™Agar) y se acidificé con acido citrico hasta un pH de 4,2-4,7,
se afiadié 2% (v/v) de azul de metileno preparado previamente al 1%
(v/v) y se le afiadié 1% (v/v) de tampon citrofosfato 2 M (38,4 g/l de
acido citrico, 56,8 g/l de fosfato sédico dibasico y pH 4,2-4,7). Antes
de su uso se esterilizd6 durante 20-25 minutos a una atmosfera de
presion a vapor fluyente (OIV, 2018).

Fig. 5: Medio
test killer 'y
sensible.

3.2 Métodos.
3.2.1 Poder fermentativo, vigor y cinética fermentativa.

El poder, la cinética y el vigor fermentativo se realiz6 segun el protocolo descrito por la
OlV (OIV-OENO-370-012, 2012). El ensayo se llevo a cabo en un matraz Erlenmeyer
de 100 ml con un volumen de mosto de 50 ml. El mosto se esterilizé en el autoclave a
121°C durante 15 minutos.
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Previamente, las levaduras de estudio se cultivaron en medio YEPD. Se realiz6 un
cultivo en medio liquido y se incubé durante 24h a 22°C para su inoculacién en el mosto.

Se retir6 el tapon de algodén de los matraces en condiciones estériles, se afiadié 1 ml
de la levadura de estudio y se cerré con una valvula de Miller con acido sulfarico
concentrado en su interior. Inmediatamente después se pesaron los matraces. Por
altimo, se realizé la incubacion a diferentes temperaturas hasta peso constante (fin de
fermentacion) controlando la microvinificacion mediante andlisis gravimétrico. Se realizo
a diferentes temperaturas (20°C, 17°C y 14°C), y se obtuvo el vigor fermentativo, el
poder fermentativo y la cinética fermentativa.

El poder fermentativo expresado en %Vol. de etanol producido por cada cepa estudiada,
se obtendra de la diferencia entre el peso inicial y final segun la siguiente ecuacion:

Poder fermentativo = 2,5 * Apeso

Para interpretar la cinética fermentativa de cada una de las levaduras se realizaron
curvas donde el eje X corresponde a la duracion de la fermentacion y el eje Y el poder
fermentativo (%vol.) que se obtiene.

3.2.2. Azlcares reductores.

Tras finalizar la fermentacién, se determiné el contenido en azucares residuales. Se
considera que un vino es seco si sus azucares residuales son inferiores y/o iguales a 4
g/l (AYG/1405/2008, 2008).

Esta determinacion se realizd por el método Rebelein (Del Alamo Sanza, 2002).
Brevemente, en un matraz Erlenmeyer de 250 ml se afiadié 1 ml de solucién de cobre,
5 ml de una solucién alcalina y 2 ml de vino. Se hirvié 2 minutos afiadiéndole piedras de
vidrio y tras refrigerar, se afiadid sucesivamente 10 ml de yoduro potésico, 10 ml de
acido sulfarico al 16% y 2 ml de almidén. Posteriormente, se valord con una solucion de
tiosulfato sodico hasta viraje a amarillo marfil. Se realizé un blanco sustituyendo el vino
por 2 ml de agua destilada.

Los resultados se expresan como g/l de azlcar reductor:
g/l azUcares reductores = V, -V, donde:

V- es el volumen de tiosulfato utilizado en el vino y Vi es €l volumen de tiosulfato
utilizado en el blanco.

3.2.3 Determinacion de la produccién de acido sulfhidrico (SH2).

Tras la finalizacion de la cinética y en el momento de retirar la valvula Miller de los
matraces se realizé la determinacion de la produccion de SH,. Este método se realiz6
segun describe la OIV (OIV-OENO-310-12, 2012) mediante el uso de una tira
impregnada en acetato de plomo (Whatman), dénde se produce la siguiente reaccion:
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Pb (CH:COO), + H2S 2 | PbS (negro) + 2CH:COOH

Por este método se detectd cualitativamente la produccién de SH;, con un limite de
deteccion de tan s6lo 5 ppm de SH- en la atmdsfera o en una corriente de gas.

3.2.4 Determinacion del pH.

Tras la finalizacion de la fermentacién alcohdlica se determiné el pH de cada una de las
fermentaciones realizas en el apartado 3.2.1 mediante el método descrito por la OIV
(OIV-MA-F1-06, 2011).

La medida se realizé con un pH-metro (pH-Meter Basic 20+, Crison) a 20 ° C. Las
medidas se realizaron por duplicado y se expresan como la media aritmética de ambas
determinaciones.

3.2.5 Acidez volatil.

Tras las fermentaciones se utilizé el vino resultante para la determinacion la acidez
volatil por el método de Garcia Tena. Se pusieron en un matraz de 60 ml de capacidad
11 ml de vino y se destilaron. El destilado se recogi6é en dos probetas distintas;

- Enla primera se recogieron 5,1 ml del destilado, fraccién que se deseché debido
a que el método considera que en esta primera fraccion han pasado los acidos
mas volatiles que el &cido acético, como SO,y COa.

- En la segunda probeta se recogieron 3,2 ml de destilado, estimandose que en
dicho volumen han pasado 1/3 del &cido acético del vino.

Por ultimo, se valoré con hidroxido sédico 0, 01N usando fenolftaleina como indicador.
Los resultados los expresaremos como g/l de acido acético.

3.2.6 Ensayo killer y sensible.

Estos métodos se realizaron segun describe (Izgu, et al., 1997).

3.2.6.1 Procedimiento del ensayo Kkiller.

Se prepar6 una suspension de la cepa sensible en agua estéril y se sembr6é en masa
con el agar especifico para este estudio. A continuacion, se realizé una estria con la
levadura a estudiar sobre el agar solidificado. Se incubé a 21°C durante una semana.
3.2.6.1 Procedimiento del ensayo sensible.

Se prepard una suspension de todas las levaduras a analizar en este estudio en agua
estéril y se sembraron en masa con el medio especifico preparado previamente. Una

vez el agar se solidific6 se sembr6 en estria la levadura K*. Por ultimo, se incubé en
estufa a 21°C durante una semana.
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3.2.7 Crecimiento en medio liquido.

El ensayo se realiz6 mediante cultivo de las levaduras de estudio en medio YEPD
liguido. Las levaduras se inocularon por triplicado y se cultivaron en la estufa a
25°Cdurante 24h. Pasadas las 24 horas se determindé mediante espectrofotometria la
densidad oOptica a 620 nm con un espectrofotémetro (Spectronic® 20 Genesys™), justo
después de un fuerte agitado y tras 10 minutos. Los valores del ratio se obtuvieron con
la siguiente formula:

R =D1%100/DO0

Esta ecuacion nos permite identificar las cepas de levadura no floculentas (R=100%) o
ligeramente floculentas (R entre 70 y 100%).

3.2.8 Expresion de resultados.

Los ensayos se realizaron por triplicado y se expresan como la media aritmética de las
tres medidas obtenidas. El error se indica como la desviacion estandar de la muestra.

4. RESULTADOS Y DISCUSION.

Los ensayos se realizaron a tres temperaturas de fermentacion, con el objetivo de
analizar la influencia de la temperatura en su comportamiento enolégico y aptitud para
su uso en fermentaciones donde se requieren temperaturas bajas durante el proceso.

La mayor parte de las especies del género Saccharomyces, se desarrollan entre 12 y
26°C (Bartra, 2000). A temperaturas bajas el Unico factor limitante es la temperatura, ya
que el etanol que se va formando y el consumo paulatino de los nutrientes es menos
influyente (Suarez & Leal, 2004).

Segun el estudio de Navascués et al., la influencia de la temperatura sobre el poder
alcoholigeno de las levaduras muestra que existen diferencias significativas en el
porcentaje de etanol cuando fermentan a 25°C y a 15°C. Por lo tanto, se tiende a la
seleccién de las que operan a baja temperatura ya que a estas temperaturas se
conservan mejor los aromas primarios (Navascués, 1998).

4.1 Cinética fermentativa

Al realizar el estudio de la cinética fermentativa de cada una de las levaduras,
obtenemos adicionalmente dos pardmetros a interpretar. El primero es el vigor
fermentativo, este representa los 3 primeros dias de la fermentacion y da informacién
de como actia la levadura al inicio de ésta. El segundo es el poder fermentativo, este
se obtiene al finalizar la cinética, mediante la formula descrita en el apartado 3.2.1. El
objetivo de la seleccion de levaduras no es solo obtener una levadura que tenga una
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buena cinética fermentativa, sino también adquirir un rdpido comienzo de la
fermentacion y producir un grado alcohdlico adecuado.

Como ya se ha explicado en el apartado 1.2.1 realizamos la cinética a 3 temperaturas
diferentes, puesto que la temperatura es uno de los factores mas influyentes en la
fermentacion. A temperaturas elevadas (>25°C), se produce un aumento de la
fermentacion glicopirtvica y provoca la formacién de alcoholes superiores, mientras que
a temperaturas bajas hay una mayor formacién de acidos grasos y ésteres, que dan
caracteres aromaticos positivos. Sin embargo, si realizamos fermentaciones a
condiciones muy bajas, puede provocar que algunas especies no-Saccharomyces
aumenten su poblacién e impidan el desarrollo de las levaduras Saccharomyces, por lo
tanto, se recomienda que al realizar fermentaciones con variedades blancas la
temperatura de fermentacion no sea superior a 20°C.

4.1.1. Cinética fermentativa a 20°C.

A 20° observamos que todas las levaduras finalizan la fermentacion a los 20 dias. La
cinética fermentativa de las levaduras estudiadas se muestra en la Fig. 6.

Fermentacion a 20°C

Fig. 6: Poder fermentativo a 20°C, 1) Fase latencia, 2) Segunda fase: a) Fase de aceleracion, b) Fase de
crecimiento exponencial y c) Fase de ralentizaciéon y 3) Fase estacionaria. Los ejes de las gréficas. Y:
Alcohol (%Vol.) X: tiempo (dias).

Se pueden observar las tres fases de cada una de las levaduras. En primer lugar, la
fase de latencia, que se corresponde con el periodo de saturacion del medio en CO,. Su
duracion depende de la temperatura, generalmente no supera las 24 horas y es igual
para todas las levaduras. La segunda fase se divide en tres fases, una fase de
aceleracion y a continuacion de crecimiento exponencial donde se produce la mayor
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liberacién de CO. y por ultimo la fase de ralentizacion. Por dltimo, se puede observar la
fase estacionaria (Hidalgo Togores, 2011).

El analisis detallado de la cinética fermentativa de cada una de las levaduras estudiadas
se describe a continuacion.

La levadura 1101-10 (Fig. 7) tiene un buen crecimiento en todas sus fases y llegé a
terminar la fermentacion dentro de los dias hombrados en el protocolo.

La levadura 1102-10 (Fig. 8), lleg6 a terminar su fermentacion en los dias nombrados
en el protocolo, pero se observa una fase exponencial muy larga. Esta fase coincide con
la reproduccion de levaduras y a la larga nos podria crear problemas, ya que si no
afiadimos suficiente sulfuroso al mosto fermentado las levaduras restantes podrian
provocar una refermentacion.

Fig. 7: Levadura 1101-10. Fig. 8: Levadura 1102-10

La siguiente levadura 1401-10 (Fig. 9), presenta una buena curva cinética, donde se
puede observar una desviacion estandar elevada, con lo cual, la levadura en esta fase
no sostendrd un comportamiento similar a la hora de utilizarla para diferentes
vinificaciones.

La levadura 1402-10 (Fig. 10), aunque en la figura se da a entender que la fermentaciéon
de esta a finalizado, esto no es asi, debido a que al realizar el ensayo de azucares
residuales por el método Rebelein nos indica que el mosto no se halla completamente
seco (Tabla 3).
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Fig. 9: Levadura 1401-10 Fig. 10: Levadura 1402-10.

Las levaduras 1413-10 y 1414-10 (Fig. 11 y 12) presentan una buena curva cinética y
no se presentan oscilaciones.

Fig. 11: Levadura 1413-10 Fig. 12: Levadura 1414-10.

Por dltimo, la levadura 1602-10 presenta una buena curva y no se observan
desviaciones en la Fig. 11.

Fermentacidn a 20%C

Fig.13: Levadura 1602-10. Fig. 14: Levadura WAM.

De los resultados obtenidos, se podria concluir que la levadura que presenta mejor
cinética fermentativa es la 1413-10, ya que tiene un rapido inicio de fermentacion, una
buena fase de crecimiento exponencial y dicho proceso terminé la fermentacién en el
periodo de 20 dias. Se puede observar en la Fig. 11 una desviacion estandar muy
pequefia, de lo cual permite afirmar, que el uso de ésta sigue una tendencia constante
independiente del muestreo y, por tanto, refuta nuestra hip6tesis del comportamiento
adecuado de la levadura.

En la Fig.15 se pueden observar que todas las levaduras comenzaron la fermentaciéon
al dia siguiente de inocularlas por lo tanto es un aspecto positivo para todas ellas.
Tomando como referencia la WAM, la levadura 1102-10 posee un vigor fermentativo
ligeramente superior, seguida de las levaduras 1401-10 y 1402-10.
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Vigora 20°C

Fig. 15: Vigor fermentativo a 20°C.

Descartamos la levadura 1402-10 como posible candidata para su seleccion debido a
gue su cinética fermentativa no es la deseada. Se puede afirmar que esta levadura no
ha terminado su fermentacion ya que, presenta una concentracion de azlcares
residuales superior a 4 g/l (Tabla 3).

A continuacion, se procede a comprobar si estas levaduras pueden utilizarse para
fermentar a temperaturas mas bajas.

4.1.2. Cinética fermentativa a 17°C.

En estas condiciones se pretende conservar los aromas primarios y se quiere observar
cémo se desarrollan estas levaduras a temperaturas de fermentacién mas bajas.

Estas condiciones se descartaron debido a que la fermentacién no finalizé en el tiempo
previamente estipulado, sino que no es interesante enoldégicamente mantener el
proceso fermentativo por riesgos de proliferacion microbiana que puedan presentarse.

Los resultados obtenidos (Tabla 9 del Anexo 1y la Fig. 16), nos muestran que a esta
temperatura la fermentacion se prolonga, dichas levaduras no presentan una buena
cinética fermentativa; y algunas levaduras como la 1402-10 no pudieron acabar la
fermentacion ni llegar a producir un grado alcoholico aceptable. En la Fig 16 se puede
observar como la fase 1 es muy lenta en comparacion a la WAM, al igual que la fase 2
y la fase 3.
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Fermentacidn a 17°C

Fig. 16: Cinética fermentativa a 17°C, 1) Fase latencia, 2) Segunda fase: a)Fase de aceleracion, b) Fase
de crecimiento exponencial y c) Fase de ralentizacion y 3) Fase estacionaria.

Se observa que a 17°C, la fase 2 es mucho mas larga que cuando se realiza la
fermentacion a 20°C, lo que indica que a mayor gradiente termico, menor capacidad de
reproduccion. Al contrario que a temperaturas a 20°C la fase de aceleracion es mucho
mas lenta y esto nos podria provocar una parada fermentativa.

Fig. 17: Levadura 1101-10. Fig. 18: Levadura 1102-10.
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Fermentacidn a 17°C Fermentacidn a 17°C
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Fig. 19: Levadura 1401-10. Fig. 20: Levadura 1402-10.
Fermentacidn a 17°C Fermentacidn a 17°C
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Fig. 21: Levadura 1413-10. Fig. 22: Levadura 1414-10.
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Fig. 23: Levadura 1602-10. Fig. 24: Levadura WAM.

Por otro lado, en la fermentacién a 17°C observamos que, solo la levadura WAM
representa un comienzo de la fermentacion (Fig. 25).
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Fig. 25: Vigor fermentativo a 17°C.

Finalmente, se descarta la la levadura 1402-10, ya que no pudo acabar la fermentacion.
La levadura que presenta mejores resultados a esta temperatura es la 1602-10, ya que
presenta un leve inicio de la fermentacion el dia 1 y acabé un dia antes que las demas
levaduras. Sin embargo, también podriamos considerar buena la levadura 1413-10, ya
gue presenta un buen inicio y una buena finalizacion de la cinética fermentativa.

4.1.3. Cinética fermentativa a 14°C.

Los resultados obtenidos en la fermentacién a 14°C indican que la fermentaciéon no
acabo y en la curva no se aprecia una curva cinética enolégicamente interesante (Tabla
12 del Anexo 1y la Fig. 30 del Anexo 2). El vigor fermentativo a 14°C indica que el inicio
de la fermentacion es muy lento para todas las levaduras y esto podria causar
problemas a la hora de realizar una fermentacion en bodega (Tabla 15, Anexo 3y la Fig.
31, Anexo 4).

4.2. Poder fermentativo.

El poder fermentativo alcanzado por cada levadura se determind al finalizar la
fermentacion segun se describe en el apartado 3.2.1. Los resultados se recogen en la
tabla que se observa a continuacion:

Pagina 21 de 38

Paloma Franch Us6; UNIVERSIDAD DE VALLADOLID; CAMPUS DE PALENCIA; Grado en Enologia.



Levadura Poder Poder Poder
fermentativo | fermentativo | fermentativo

a 20°C a17°C a 14°C

(%vol.) (%vol.) (%vol.)
1101-10 14,05 + 0,48 13,79 +0,28 12,72 +0,20
1102-10 14,54 +0,32 13,41 +0,37 12,66 +0,54
1401-10 14,12 +0,23 13,27 +0,51 12,56 +0,34
1402-10 13,33 £0,08 12,95 0,34 10,92 +0,58
1314-10 13,96 +0,08 13,65 +0,42 12,57 +0,42
1414-10 14,09 +0,35 13,10 +0,45 12,77 £0,56
1602-10 14,12 +0,37 14,43 +0,40 13,53 0,82
WAM 14,23 +0,31 13,45 +0,16 12,27 +0,28

Comportamiento enoldgico de cepas de Saccharomyces cerevisiae procedentes de una parcela de D.O. Rueda.

Tabla 2: Poder fermentativo y desviacién estandar a temperaturas de 20°C, 17°C y 142C.

Como se recoge en (AYG/1405/2008, 2008) del reglamento de la Denominacion de
Origen Rueda los vinos no pueden tener menos 11 %Vol., por lo tanto, la levadura 1402-
10 como observamos en la Tabla 2 no entraria dentro de los parametros aceptables, ya
que a temperaturas bajas no llegaria a obtener el grado aceptado por este organismo.

A 17°C y 14°C, las levaduras no lograron acabar la fermentacion en el plazo de 20 dias
como se nombra en el método descrito en el apartado 3.2.1. A consecuencia, estas dos
temperaturas quedarian descartadas para una fermentacion en bodega, ya que lo que
gueremos es una fermentacién rapida, que se obtenga el grado alcohdlico deseado y
dentro de los limites del reglamento, que conserve los aromas varietales y de optimas
caracteristicas, fisico-quimicas y organolépticas.

Si analizamos en profundidad el poder fermentativo a 20°C, se puede observar que al
realizar la media aritmética entre las tres medidas de cada levadura, las levaduras que
menor desviacion estandar posen son las 1314-10 y 1402-10. Por tanto, al utilizar las
levaduras reiteradamente, estas tendran un comportamiento similar en cada una de sus
actuaciones.

Los resultados de la determinacion de los azlcares residuales tras la fermentacion se
realizaron mediante el método Rebelein descrito en el apartado 3.2.2, para comprobar
gue todas las levaduras tienen acabada su fermentacion.
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Levadura Azucares
reductores (g/l
azucares
reductores)

1101-10 1,910,26
1102-10 0,8+0,40
1401-10 0,610,06
1402-10 5,410,84
1413-10 1,4+0,67
1414-10 1,0£0,35
1602-10 1,40,75
WAM 1,410,21

Tabla 3: Media aritmética de las tres medidas obtenidas al medir los azlcares reductores a 20°C mediante
el método Rebeleim.

Las levaduras 1401-10, 1413-10 presentan una correcta cinética fermentativa y un
poder fermentativo dentro de los limites, ademas de acabar la fermentacion dejando 0,6
y 1,4 g/l de azlcares residuales respectivamente. Quedaria descartada la levadura
1402-10, al no cumplir con el reglamento.

4.3 Produccion de SH2

El SH; es un compuesto que se obtiene al final de la cadena de reduccién de sulfatos
por las levaduras y también es un producto intermedio en la sintesis de amino&cidos
azufrados. La produccion de esta sustancia se aumenta con temperaturas altas de
fermentacion, valores altos de pH y niveles bajos de nitrégeno facilmente asimilable en
mostos (Hidalgo Togores, 2011).

Se observaron tras las fermentaciones a diferentes temperaturas que ninguna de las
levaduras produce SH-, esto es un aspecto positivo debido a que la produccién de SH-
genera aromas desagradables como el olor a huevo podrido.

Los resultados que se observan en las Fig. 26 y 27 muestran que en ningun caso se
produce SHa.
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Fig. 26: Produccion SHza 20°C.

Fig. 27: Produccion SHz2a 17°C.

Segun estos resultados, ninguna de las levaduras estudiadas produce SH», por lo que
este parametro no va a marcar diferencias en la seleccion de levaduras en este caso.

4.4 pH.

Segun los limites de pH descritos por la D.O. Rueda (AYG/1405/2008, 2008) para vinos
blancos, al final de la fermentacion todos entrarian dentro de estos limites. En el caso
de que el pH no estuviera dentro de los limites, se procederia a descartar esa levadura,
ya que podria afectar a la evolucion, caracteristicas fisico-quimicas y sensoriales del
vino.

Durante la fermentacion el nivel de pH puede ascender o descender debido a que se
pueden sintetizar acidos como el succinico y acético, y degradar otros como el malico
presentes en el mosto (Hidalgo Togores, 2011).
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Levadura pH pH
fermentacion | fermentacion
a 20°C a17°C
1101-10 3,30+0,03 3,28+0,02
1102-10 3,30+0,01 3,26+0,02
1401-10 3,28+0,02 3,26+0,01
1402-10 3,30+0,03 3,22+0,03
1314-10 3,30+0,02 3,27+0,01
1414-10 3,31+0,01 3,29+0,03
1602-10 3,33+0,05 3,27+0,01
WAM 3,31+0,01 3,35+0,02
Mosto sin 3,32+0,01 3.36+0,02
fermentar

Tabla 4: Media aritmética de las tres medidas obtenidas al medir el pH tras la realizacion de la cinética
fermentativa.

4.5 Acidez volatil.

Los resultados obtenidos en la tabla 5 son mas altos que los limites aceptables por la
D.O. Rueda (AYG/1405/2008, 2008). Esto puede ser debido a que los mostos blancos
excesivamente desfangados pueden tener una la acidez volatil mas elevada, ya que el
aporte de acidos grasos insaturados de cadena larga evita la formacion excesiva de
acido acético. Esta acidez volatil puede ser explicada por una via bioquimica a partir de
acetaldehido que se trasforma directamente debido a la oxidacion del mosto en acido
acético (Hidalgo Togores, 2011). Esta oxidacion puede estar debida a que este mosto
antes de ser esterilizado no ha sido sulfitado ya que trabajamos con mosto de parcelas
ecoldgicas. A demas, las fermentaciones a escalas tan pequefas y aireacion limitada
en el matraz favorecen la produccién de volatiles altas alejadas del comportamiento en
bodega.

Levadura A. Volatil A. Volatil
fermentacion fermentacion
a20°C (g/lde | a17°C (g/l de
acido acético) | acido acético)

1101-10 1,20+0,05 1,2040,11
1102-10 1,00+0,03 1,00+0,09
1401-10 0,90+0,08 1,00+0,09
1402-10 1,00+0,09 1,20+0,02
1314-10 0,90+0,09 1,00+0,08
1414-10 0,90+0,11 1,00+0,02
1602-10 1,40+£0,13 1,30+0,05

WAM 1,10+0,09 1,00+0,06

Mosto sin 0,40+0,02 0,34+0,02

fermentar

Tabla 5: Media aritmética de las tres medidas obtenidas al medir la A. Volatil mediante el método Garcia
Tena tras la realizacién de la cinética fermentativa.
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Por lo tanto, observamos que el mosto sin inocular a temperaturas de 20 y 17°C parte
con una acidez volatil de 0,40 y 0,34 g/l respectivamente. Podemos observar que las
levaduras que menos produjeron acido acético durante la fermentacién fueron 1401-10,
1413-10 y 1414-10, aunque de todos ellos solo descartariamos la 1602-10, ya que, es
la que mas se aleja de la levadura patron.

Las levaduras 1401-10 y 1413-10, ademas de tener una éptima cinética fermentativa
observamos en la tabla 5, que son las levaduras que menos acidez volatil producen. Al
obtener valores mas altos de los permitidos, en un futuro seria necesario la vinificacion
en bodega para determinar la acidez volatil producida por estas levaduras en
condiciones reales de vinificacion.

4.6 Crecimiento en medio liquido.

Tras realizar la prueba de crecimiento en medio liquido descrita en el apartado 2.2.6, se
observo que todas las levaduras son ligeramente floculenlas (Tabla 6). Este resultado
nos da aspectos positivos; ya que al ser ligeramente floculenlas, ejerceran de sustento
durante la fermentacion para las otras levaduras y, ademas, no presentaran problemas
a la hora de clarificar y filtrar el vino (Pretorius S & F.bauer, 2002).

Levaduras | 600nm 620nm Tras Resultados Descripcion
10min a (%)
620nm
1101 0,78 0,93 0,90 96,84 Ligeramente
floculentas
1102 0,83 1,00 0,98 98,46 Ligeramente
floculentas
1401 0,88 1,05 1,02 97,49 Ligeramente
floculentas
1402 0,71 0,87 0,86 98,59 Ligeramente
floculentas
1413 1,06 1,23 1,20 97,81 Ligeramente
floculentas
1414 0,72 0,86 0,83 96,81 Ligeramente
floculentas
1602 1,14 1,20 1,19 99,11 Ligeramente
floculentas
WAM 0,75 0,73 0,76 103,13 Floculentas

Tabla 6: Media aritmética de las tres medidas obtenidas al realizar el crecimiento en medio liquido.
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4.7 Caréacter killer.

Se realiz6 la prueba killer como se describe en el apartado 3.2.5. Los resultados indican
que las levaduras 1101-10, 1102-10 1402-10,1414-10,1602-10, son sensibles y por lo
tanto seria arriesgado utilizarlas como in6culo en una fermentacion ya que al ser
sensibles otras levaduras que permanezcan en el medio podrian sustituirlas. En cambio,
si tenemos en el medio una levadura killer o neutra es una ventaja debido a que las
levaduras Killer compiten con las levaduras sensibles y predominan en el medio. Sin
embargo, otras levaduras con el mismo factor podrian ser también competidoras. En
cambio, las levaduras con caracter neutro no son afectadas (Hidalgo Togores, 2011).

Por lo tanto, se puede concluir que las levaduras que serian adecuadas para ser
seleccionadas 1413-10 y 1401-10, estas dos levaduras presentan en los en todos los
ensayos anteriores resultados positivos. Ademas, siendo la levadura 1401-10 neutra
siempre obtendriamos una buena cinética fermentativa ya que las otras levaduras del
medio no le afectarian su crecimiento durante la fermentacion. La levadura 1413-10, al
ser una levadura killer predominaria durante la fermentacion y realizaria una
fermentacion correcta.

Hoy en dia hay autores (Raynal, et al., 2010) que consideran que el caracter killer no es
tan necesario dado que al inocular la levadura se realiza en cantidades elevadas que
permite que esta se imponga sobre las autéctonas.

Levadura TEST KILLER TEST RESULTADO
SENSIBLE

1101 - - Sensible(S)
1102 - - Sensible(S)
1401 - + Neutro (N)
1402 - - Sensible(S)
1413 + + Killer(K)

1414 - - Sensible(S)
1602 - - Sensible(S)
WAM + + Killer(K)

Tabla 7: Resultado factor killer y sensible. +; Resultado positivo, -; Resultado negativo en el ensayo.

En la Fig. 28 se observa un ejemplo del halo de inhibicion y en Fig. 29 la siembra no
presenta inhibicion.
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Fig. 28: Presencia del halo de inhibicion.

Fig. 29: No presenta halo de inhibicion en la siembra.

5. CONCLUSIONES.

En el estudio realizado se puede concluir lo siguiente:

1. Lalevadura 1401-10 es candidata para ser seleccionada por los motivos que se
explican a continuacion:

e Levadura 1401-10 presenta una buena fermentacién a 20°C, a temperaturas
de 17°C tendria una cinética fermentativa aceptable, es una de las levaduras
que produce menos acidez volatil, es neutra, no produce SH, y el pH esta
dentro de los limites aceptables por la denominacion de origen.

e Por otro lado, la levadura 1401-10 comparte perfil mitocondrial con la que
predomina durante la fermentacion espontanea en la vinificacion realizada
en 2012. Esto quiere decir que esta levadura se adapta muy bien a las
condiciones de fermentacion y al medio de fermentacién (mosto), que se
utilizan en la bodega.

2. Lalevadura 1413-10 es candidata para ser seleccionada por los motivos que se
explican a continuacion:

e Levadura 1413-10 presenta una buena fermentacion a 20°C, tiene un buen
poder fermentativo, no produce SH,, el pH entra dentro de los limites
aceptables por la D.O. Rueda, es una de las levaduras que menos acidez
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volatil produce y ademas presenta el cardcter killer por lo que predominaria
durante la fermentacion.

Las levaduras que han obtenido buenos resultados en los ensayos realizados y por lo
tanto buenas caracteristicas enologicas se deben seguir estudiando para obtener mas
informacion sobre su comportamiento enoldgico a escala de bodega.
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Anexos.
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ANEXOS
ANEXO 1. Tablas cinéticas fermentativas.
LEVADURAS/ 0 1 2 3 7 8 9 10 13 14 15 16 17 20
DIAS (%vol.) (%vol.) (%vol.) (%vol.) (%vol.) (%vol.) (%vol.) (%vol.) (%vol.) (%vol.) (%vol.) (%vol.) (%vol.) (%vol.)
1101-10 - 0,1+0,02 | 1,4+0,10 | 3,7+¢0,19 | 9,8+0,39 | 10,8+0,49 | 11,7+0,53 | 12,4+0,54 | 13,7+0,52 | 13,9+0,49 | 14,0+0,48 | 14,0+0,47 | 14,1+0,46 | 14.05+0,48
1102-10 - 0,3+0,05 | 2,1+0,04 | 4,4+0,06 | 9,5+0,30 | 10,4+0,28 | 11,2+0,29 | 11,9+0,34 | 13,4+0,37 | 14,1+0,28 | 14,2+0,28 | 14,4+0,30 | 14,4+0,31 | 14.54 +0,32
1401-10 - 0,2+0,05 | 2,5+0,38 | 5,4+0,74 | 11,2+1,09 | 11,9+0.98 | 12,5+0,90 | 13,0+0,76 | 13,8+0,40 | 14,0+0,32 | 14,0+0,26 | 14,1+0,24 | 14,1+0,24 14.12 +0,23
1402-10 - 0,2+0,01 | 2,5+0,05 | 5,4+0,10 | 11,2+0,10 | 11,9+0,06 | 12,5+0,07 | 13,0+0,09 | 13,8+0,13 | 14,0+0,12 | 14,0+0,09 | 14,1+0,10 | 14,1+0,04 13.33 0,08
1413-10 - 0,2+0,02 | 1,6+0,11 | 3,8+,014 | 9,8+,019 | 10,8+0,17 | 11,6+0,14 | 12,3+0,13 | 13,6+0,10 | 13,8+0,10 | 13,9+0,09 | 13,9+0,08 | 14,0+0,08 | 13.96 +0,08
1414-10 - 0,1+0,02 | 1,2+0,05 | 3,4+0,08 | 9,4+,014 | 10,5+0,09 | 11,3+0,10 | 12,0+0,14 | 13,5+0,31 | 13,8+0,33 | 13,9+0,34 | 14,0+0,34 | 14,1+0,34 | 14.09 0,35
1602-10 - 0,1+0,01 | 1,3+0,13 | 3,9+0,06 | 10,7+,042 | 11,8+0,47 | 12,6+0,50 | 13,2+0,49 | 14,0+0,39 | 14,1+0,38 | 14,2+0,36 | 14,2+0,36 | 14,2+0,36 | 14.12 +0,37
WAM - 0,3+0,09 | 2,1+0,20 | 4,7+0,24 | 10,7+,029 | 11,6+0,27 | 12,3+0,22 | 12,9+0,12 | 13,8+0,09 | 14,0+0,14 | 14,1+0,18 | 14,2+0,22 | 14,2+0,25 14.23 0,31

Tabla 8: Representacion de la evolucién de poder fermentativo a lo largo de los dias en los que se desarrolla la cinética fermentativa a 20°C. El poder fermentativo lo medimos

en (%vol.).
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LEVADURAS/ 0 1 2 3 7 8 9 10 13 14 15 16 17 20 21 22 23
DIAS (%vol.) | (%vol.)) | (%vol.) | (%vol.) | (%vol.) | (%vol.) (%vol.) (%vol.) (%vol.) (%vol.) (%vol.) (%vol.) (%vol.) (%vol.) (%vol.) (%vol.) (%vol.)
0,00+0,00 [0,02+0,01 [0,43+0,02 |1,77+0,20 |6,21+0,69 |7,45+0,83 | 8,58+0,86 |9,65+0,90 (10,48+0,83(12,59+0,48 [12,98+0,30 |13,34+0,21 |13,57+0,21 |13,63+0,22 |13,75+0,25 |13,78+0,27 (13,80+0,28
1101-10
0,00+0,00 [0,02+0,02 [0,51+0,15 |1,97+0,50 |5,91+0,84 |6,88+0,96 | 7,80+0,97 |8,65+1,03 |9,26+1,04 (11,06+1,01 |11,36+0,99 |11,83+0,94 |12,28+0,84 |12,50+0,78 |13,11+0,53 |13,27+0,45 [13,37+0,40
1102-10
0,00+0,00 [0,00+0,02 [0,36+0,10 [1,72+0,51 [6,05+0,81 [7,17+0,86 | 8,09+0,93 | 8,98+0,97 [9,59+1,00 |11,37+0,95 [11,64+0,95|12,00+0,91 [12,13+1,19 [12,55+0,80 [13,03+0,63 [13,15+0,57 |13,25+0,54
1401-10
0,00+0,00 [0,00+0,00 |0,15+0,02 [0,73+0,14 (3,62+0,28 |4,54+0,31 | 5,43+0,34 |6,43+0,19 |7,12+0,17 |9,62+0,25 (9,93+0,21 |10,43+0,21 (11,02+0,24 |11,32+0,26 [12,32+0,35 [12,62+0,35 |12,82+0,34
1402-10
0,00+0,00 [0,01+0,02 [0,42+0,11 [1,52+0,18 [5,35+0,50 [6,47+0,62 | 7,54+0,69 |8,47+0,81 (9,22+0,84 |11,36+0,94 [11,92+0,85 |12,50+0,73 [13,02+0,59 [13,18+0,59 [13,56+0,44 [13,61+0,43 |13,64+0,42
1413-10
0,00+0,00 [0,00+0,01 (0,28+0,06 [1,25+0,19 [5,11+0,34 [6,18+0,36 | 7,21+0,37 | 8,15+0,37 |8,89+0,34 |10,98+0,23 [11,34+0,17 |11,80+0,09 [12,27+0,09 [12,49+0,13 [12,97+0,34 [13,03+0,40 |13,09+0,43
1414-10
0,00+0,00 [0,02+0,01 [0,37+0,06 [1,51+0,15 [6,13+0,29 [7,44+0,33 | 8,67+0,33 |9,86+0,46 (10,71+0,46|12,96+0,48 [13,26+0,47 |13,62+0,44 (13,93+0,40 [14,05+0,39 [14,31+0,37 [14,37+0,38 |14,43+0,39
1602-10
0,00+0,00 [0,05+0,10 [1,21+0,44 (3,15+0,61 [8,56+1,20 (9,77+1,17 [10,87+1,14 |11,65+1,10 [12,13+0,98 |13,13+0,49 [13,22+0,39 |13,30+0,31 (13,38+0,25 [13,41+0,22 |13,46+0,17 [13,46+0,17 |13,48+0,17
WAM

Tabla 10: Representacion de la evolucion de poder fermentativo a lo largo de los dias en los que se desarrolla la cinética fermentativa a 17°C. El poder fermentativo lo
medimos en (%vol.).
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0 1 2 3 6 7 8 9 10 13 14 15 16 17 20 21 22 23 24 27
Levadura/Dial
(%vol.)|(%vol.)|(%vol.)|(%vol.)|(%vol.)|(%vol.)[(%vol.)[(%vol.)[(%vol.)[(%vol.)|(%vol.)[(%vol.)|(%vol.)|(%vol.)| (%vol.) | (%vol.) | (%vol.) [ (%vol.) | (%vol.) | (%vol.)
[7,73£0,48 8,49+ 10,82+  [11.25+  [11,77+  [1233+  [12,58+ [13,30+  [1344x  |1354+  [1365+ 13,73t [13,80+
1101-10 s 0,01£0,00 [0,04+ 0,01 [1,08+0,14 [4,660,43 [5,760,46 [6,73+0,46 0.48 0.46 043 0.41 0,40 0.36 0.32 0.29 0.27 0.24 0.22 0.20
1102-10 i 0,01 0,02 0,29+ 1,25+ 14,92+ 5,97+ 6,87+ 7,73+ 8,30+ 10,20+  [10,64+  [11,10+  [11,63+ [11,93x 12,84+  [1308x  [1323x  [1346z 13,66+  [1391%
0,08 0,21 0,40 0,47 0,52 0,56 0,61 0,66 0,67 0,66 0,65 0,62 0,64 0,64 0,64 0,63 0,59 0,54
1401-10 i 0,03+ 0,28+ 1,20+ 5,38+ 6,44+ 7,32+ 18,02+ 8,57+ 10,67+  [11,04+ 11,48+  [11,94x  [1242¢ [1311x  [1331x  [1331x  [1357¢ 13,67+  [13,85¢
0,02 0,03 0,09 0,35 0,46 0,51 0,92 1,10 0,86 0,90 0,91 0,91 0,54 0,52 0,47 0,44 0,41 0,38 0,34
1402-10 i 0,011 0,04+ 0,30+ 2,21+ 2,94+ 3,55+ 4,19+ l4,72+ 6,42+ 6,75+ 7,22+ 7,76+ 8,09+ 0,09+ 9,56+ 0,75+ 10,10+ 10,45+ [11,22+
0,01 0,01 0,03 0,01 0,09 0,07 0,10 0,13 0,24 0,26 0,29 0,32 0,31 0,42 0,46 0,51 0,50 0,53 0,58
l4,78+ 5,68+ 16,65+ 7,38+ 0,58+ 10,00+  [10,54+  |11,12+  [11.42+ [12,36x+  [1260+  [12,69+  [12,90¢ 13,02+ [13,25¢
1413-10 I 0.00£ 0,01 0,17+ 0,01 0,69+ 0,04 [3,77+ 0,15 [ 5y 0,58 0,56 0,57 0,58 0,59 0,60 0,62 059 |053 0,50 0,45 0,47 0,45 0,42
0,10+ 0,46+ 3,01+ 14,07+ 4,97+ 15,93+ 6,69+ 8,99+ 0,43+ 0,98+ 10,61+  [10,98+
1414-10 0,01+ 0,01 0.04 0.24 0.41 0,42 043 0.43 0,45 0.49 0.51 0,53 101 0,59 12,10+0.40 |12,35+ 0.30/12,52+0.25 [12,77+0.42 [12,95+0.45 [13,23+0,45
0,49+ 3,57+ 14,64+ 5,59+ 6,51+ 6,86+ 9,37+ 0,78+ 10,33+ [11,33+  [11,78¢  |12,78+  [13,05¢+  [13,35+  [13,50 13,70+ [14,02¢
1602-10 i [ 0,00£0,010,12£ 020 |5 4 0,74 0,68 0,69 0,64 0,76 0,49 0,47 0,44 0,47 0,63 0,65 0,61 0,70 0,75 0,78 0,82
WAM i b 012001 [0:20¢ 0,84+ 4,28+ 5,23+ 6,15+ 6,97+ 7,62+ 9,49+ 9,81+ 10,28+  [10,78+  [11,08¢  |12,11x  [1237+  [1259+  [12,68+ 12,85+  [13,11%
CESY 0,15 0,68 0,60 0,62 0,67 0,71 0,74 0,86 0,80 0,81 0,78 0,78 0,43 0,41 0,38 0,37 0,34 0,28

Tabla 12: Representacion de la evolucion de poder fermentativo a lo largo de los dias en los que se desarrolla la cinética fermentativa a 14°C. El poder fermentativo lo
medimos en (%vol.).

Paloma Franch Us6; UNIVERSIDAD DE VALLADOLID; CAMPUS DE PALENCIA; Grado en Enologia.
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Comportamiento enoldgico de cepas de Saccharomyces cerevisiae procedentes de una
parcela de D.O. Rueda.

ANEXO 2. Grafica cinética fermentativa a 14°C.
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ANEXO 3. Tablas vigor fermentativo.
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Fig. 30: Cinética fermentativa a 14°C.
LEVADURAS/ 1 2 3
DIAS

1101-10 0,1+0,02 | 1,4+0,10 | 3,7%0,19
1102-10 0,3+0,05 | 2,1+0,04 | 4,4+0,06
1401-10 0,2+0,05 | 2,5+0,38 | 5,4+0,74
1402-10 0,2+0,01 | 2,5+0,05 | 5,4+0,10
1413-10 0,2+0,02 | 1,6+0,11 | 3,8+0,14
1414-10 0,1£0,02 | 1,2+#0,05 | 3,4+0,08
1602-10 0,1+0,01 | 1,3+0,13 | 3,9+0,06
WAM 0,3+0,09 | 2,1+0,20 | 4,7+0,24

Tabla 13: Representacion de la evolucién de poder fermentativo en los tres dias que representan el vigor

Paloma Franch Us6; UNIVERSIDAD DE VALLADOLID; CAMPUS DE PALENCIA; Grado en Enologia.

fermentativo 20°C. El poder fermentativo lo medimos en (%vol.).
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Comportamiento enoldgico de cepas de Saccharomyces cerevisiae procedentes de una parcela de D.O. Rueda.

LEVADURAS/ 0 1 2 3
DIAS (%vol.) (%vol.) (%vol.) (%vol.)
1101-10 - 0,02+0,01 | 0,43+0,02 | 1,77+0,20
1102-10 - 0,02+0,02 | 0,51+0,15 | 1,97+0,50
1401-10 - 0,00+0,02 | 0,36+0,10 | 1,72+0,51
1402-10 - 0,00+0,00 | 0,15+0,02 | 0,73+0,14
1413-10 - 0,01+0,02 | 0,42+0,11 | 1,52+0,18
1414-10 - 0,00+0,01 | 0,28+0,06 | 1,25+0,19
1602-10 - 0,02+0,01 | 0,37+0,06 | 1,51+0,15
WAM - 0,05+0,10 | 1,21+0,44 | 3,15+0,61

Tabla 14: Representacion de la evolucién de poder fermentativo en los tres dias que representan el vigor

fermentativo a 17°C. El poder fermentativo lo medimos en (%vol.).

Levadura/Dia 0(%vol.) [ 1(%vol.) 2(%vol.) 3(%vol.)
1101-10 - 0,01+0,00 | 0,04+ 0,01 | 1,08+0,14
1102-10 - 0,01£0,02 |0,294+0,08 |1,25+0,21
1401-10 - 0,03+0,02 |0,28+0,03 [1,29+0,09
1402-10 - 0,01+0,01 [0,04+0,01 |0,30+£0,03
1413-10 - 0,00+0,01 | 0,17+ 0,01 | 0,69+ 0,04
1414-10 - 0,01+0,01 |0,10+0,04 |0,46+0,24
1602-10 - - 0,00+0,01 | 0,12+ 0,20 |0,49+0,48

WAM - 0,01+0,01 (0,20+0,15 |0,84+0,68

Tabla 15: Representacion de la evolucion de poder fermentativo en los tres dias que representan el vigor

fermentativo a 14°C. El poder fermentativo lo medimos en (%vol.).

Paloma Franch Us6; UNIVERSIDAD DE VALLADOLID; CAMPUS DE PALENCIA; Grado en Enologia.
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Comportamiento enoldgico de cepas de Saccharomyces cerevisiae procedentes de una parcela de D.O. Rueda.

ANEXO 4. Grafica vigor fermentativo a 14°C.
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Fig. 31: Vigor fermentativo a 14°C.
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