ZUBIA Monogrifico 7 103-111 Logrofio 1995

SELECCION DE LEVADURAS VINICAS EN LA
DENOMINACION DE ORIGEN CALIFICADA RIOJA"

Ana Rosa Gutiérrez Viguera™”

£ sk s

M?* Pilar Santamaria Aquilué
Rosa M* Lépez Martin™**
M? Jesiis Sevilla™***

RESUMEN

Se ha seleccionado una levadura de vinificacién autéctona de la D.O.C. Rioja, capaz de man-
tener la tipicidad de los vinos de esta region. La metodologia seguida en el proceso ha sido una
seleccidn a partir de 245 aislados de la especie Saccharomyces cerevisiae, siguiendo cronol6gi-
camente los criterios: factor killer, comportamiento fermentativo en diferentes condiciones y
andlisis quimico y organoléptico de los vinos elaborados.
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A wine yeast from D.O.C. Rioja has been selected. The result of this selection is a yeast
able to keep the caracteristics of the wines of this region. The process to achieve this yeast has
been a selection among 245 Saccharomyces cerevisiae isolated colonies which have been ap-
plied this technical criteria: killer factor, effect of different conditions on wine fermeniation,
chemical and organoleptic composition of elaborated wines.
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0. INTRODUCCION

La utilizacién de levaduras seleccionadas en vinificacién es una técnica enoldgica uti-
lizada en los dltimos afios con el fin de controlar la poblacién de levaduras indigenas que
tradicionalmente dirigfan el proceso, puesto que la poblacién microbiana protagonista de
la fermentacién alcohélica va a condicionar notablemente la calidad del producto final

* Recibido el 19 de diciembre de 1994. Aprobado el 10 de marzo de 1995,
Este trabajo ha sido subvencionado por la Consejerfa de Agricultura y Alimentacién de la C.A. de La Rioja.
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witok (Jniversidad del Pais Vasco / Euskal Herriko Unibertsitatea.
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(Sudrez-Lepe, 1990; Strydom, 1985). Este hecho es conocido desde que Pasteur en 1876
afirmara que "el gusto y la calidad del vino dependen en gran parte de la naturaleza especi-
fica de las levaduras que se desarrollan durante la fermentacién".

A pesar de las ventajas que a priori tiene la utilizacién de levaduras seleccionadas, en
Espafia y también en Rioja, existe cierta reticencia a su utilizacién sistemdtica como una
técnica enolégica més, debido principalmente a que las levaduras que actualmente se co-
mercializan son fordneas y es bien conocido que las mismas especies aisladas en zonas vi-
tivinicolas alejadas ceden al vino pardmetros enoldgicos, al menos cuantitativamente dis-
tintos (Bravo, 1991).

A pesar de esta oposicién a introducir microorganismos ajenos a la propia flora indi-
gena, el consumo de levaduras comerciales en la D.O.C. Rioja, se ha duplicado en los il-
timos cinco afios. De ahf surgid la necesidad desde nuestro punto de vista, de disponer de
levaduras seleccionadas originarias de la D.O.C. Rioja que puedan utilizarse cuando los
endlogos crean oportuno y de este modo eliminar el temor de uniformizacién de la flora
fermentativa en las distintas zonas productoras.

La seleccidn de cepas o seleccidn clonal se basa en el aislamiento de un nimero ele-
vado de cultivos puros, que una vez caracterizados taxonémicamente, se estudian desde el
punto de vista enoldgico. Segiin Vezinhet y Pineau (1990), el criterio a la hora de selec-
cionar una levadura es que ésta se adapte a la materia prima original, a las condiciones tec-
nolégicas disponibles y a las caracteristicas del producto final que queremos obtener.

Las metodologias seguidas en los procesos de seleccién atienden a criterios diversos
que pueden ser generales o especificos de determinadas regiones vitivinicolas (Parish y Ca-
rroll, 1987; Caillet, 1991). Distintos autores proponen esquemas que estudian con mayor
o menor interés determinados pardmetros (Delteil, 1990; Sudrez Lepe, 1990; Gaia, 1992;
Delfini, 1992).

1. MATERIALES Y METODOS

Levaduras: partimos de 245 cultivos puros de la especie Saccharomyces cerevisiae
aislados en las distintas zonas de la D.O.C. Rioja.

Analisis fisico-quimico de mostos y vinos: se siguieron los métodos oficia-
les de andlisis de la CEE aplicables al sector del vino (Diario oficial de Ja CEE, 1990),
excepto para el dcido tartdrico (método colorimétrico de Rebelein; Lipka y Tanner, 1974),
y dcido mdlico, dcido l4ctico, glicerol, dcido succinico y etanal (métodos enziméticos de la
firma Bohéringer Manheim).

Analisis organoléptico: se siguié la ficha de cata propuesta por el Instituto Na-
cional de Denominaciones de Origen (INDO).

Poder floculante: se utilizé el Test de Helm (Caillet, 1991).

Produccién de acido sulfhidrico: se analizé sembrando sobre agar sulfito de bis-
muto (Delfini y Bardi, 1990), y por andlisis organoléptico. ,

Velocidad de fermentacién: se calculé segiin indican Houtman y Du Plessis (1980).

Formacidn de espuma: se analizé segiin describe Vezinhet (1989), pero modifica-
do de acuerdo a las consideraciones realizadas por Bagot y col. (1989).

Determinacion del fenotipo killer: siguiendo 1a metodologia descrita por Bus-
sey (1981) e Hidalgo (1989).
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Andlisis aromatico de los vinos: por cromatograffa de gases (Gutiérrez, 1994).

Vinificaciones: a lo largo de todo el proceso de seleccién se realizaron dos tipos de
ensayos de fermentacién: microvinificaciones sobre mosto sintético (glucosa 20%;
KH,PO4 0,5%; (NH4)»SO4 0,2%; MgS04.7H»O 0,04%; Extracto de levadura 0,1%) y
microvinificacién sobre 5 litros de mosto de uva.

2. RESULTADOS Y DISCUSION

Los criterios utilizados cronolégicamente en la seleccién de cepas de la especie Sac-
charomyces cerevisiae fueron los siguientes:
- Factor killer
- Comportamiento fermentativo en diferentes condiciones
- Anélisis quimico y organoléptico de los vinos producidos

2.1. Fenotipo killer

Atendiendo a esta propiedad, las levaduras pueden clasificarse en tres fenotipos distin-
tos: killer, sensibles y neutras. Las levaduras de fenotipo killer sintetizan y excretan al
medio una toxina (factor killer) que es letal para las células sensibles. Las levaduras con
fenotipo neutro no la sintetizan pero son resistentes a su accidn. Las levaduras de fenotipo
sensible no sintetizan la toxina ni son resistentes a la misma por lo que son destruidas por
las cepas killer.

El factor killer juega un importante papel en la concurrencia entre cepas durante la
fermentacién alcohdlica (Tiourina et al., 1980; Rossini, 1985; Petering et al., 1991). El
hecho de que la cepa inoculada posea fenotipo killer le confiere una ventaja importante so-
bre la flora indigena (Radler, 1980; Hidalgo, 1992). Por ello se eligié como primer factor
de seleccién la produccién y resistencia al factor killer. Como podemos ver en la Tabla 1,
el fenotipo dominante entre las cepas en proceso de seleccidn es el neutro.

Como resultado de esta primera etapa de seleccién eliminamos para la siguiente fase
todos los aislados que posefan fenotipo sensible.

Tabla 1: Caracterizacion de las levaduras en proceso de seleccion respecto a
su fenotipo "killer"”

Fenotipo N° cepas Frecuencia
Killer (K*R¥+) 11 4,5%
Neutro (K-R+) 208 84,9%
Sensible (K R-) 26 10,6%

2.2. Comportamiento fermentativo

2.2.1. Preseleccion sobre cepas neutras

Antes de abordar la segunda etapa de seleccion, y dada la imposibilidad material de se-
guir trabajando con las 11 cepas killer y las 208 cepas neutras, pasamos por una etapa
previa de preseleccién sobre levaduras con fenotipo neutro.

A pesar de que hubiera parecido I6gico que en la segunda fase de seleccién sélo se in-
cluyeran las cepas killer, el hecho de que el fenotipo dominante fuera el neutro, nos indujo
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a no eliminar las 208 cepas que poseian este fenotipo. Ademds una cepa neutra es resis-
tente a la accién de cepas salvajes killer y esto hace que no se encuentre en situacién tan
desfavorable como una cepa sensible.

Esta preseleccién se llevé a cabo mediante 1a realizacidn de microfermentaciones sobre
mosto sintético estéril con cada una de las cepas neutras. El anélisis quimico de estos vi-
nos se utilizé como criterio discriminador en funcién de una serie de pautas de evidente in-
terés enoldgico (Tabla 2).

Tabla 2: Cepas Neutras eliminadas en base a diferentes criterios enoldgicos

Criterios N° de cepas
Grado alcohélico inferior a 11% v/v 46
Acidez volétil superior a 0,7 g/1* 39
Fermentacién superior a 15 dias 34
Altura de espuma formada mayora 1 cm 21

* Dato anormalmente elevado en fermentaciones de mosto de
uva, pero normal en mosto sintético.

Entre los clones restantes que habfan desarrollado fermentaciones normales, elegimos
los nueve que mostraron mejor comportamiento: cuatro aislados caracterizados como va-
riedad bayanus, por su facilidad de adaptacién a medios donde exista etanol (Gerland y Va-
ltart, 1993), y los cinco clones que produjeron mayor grado alcohdlico, puesto que en
nuestra Denominacién de Origen hay zonas donde el mosto habitualmente posee un ele-
vado grado alcohélico potencial, y para que la fermentacién de estos mostos sea correcta
son necesarias levaduras capaces de transformar totalmente los aziicares y en consecuencia
producir grados alcohdlicos altos.

Tabla 3: Nomenclatura, origen y caracterizacién taxondmica de las 20 cepas de
Saccharomyces cerevisiae seleccionadas

Nombre Variedad Fenotipo Aislamiento Origen
V.21 bayanus killer vino La Grajera
V.22 cerevisiae killer vino La Grajera
RA.63 cerevisiae killer vino Aldeanueva
TA.32 cerevisiae killer a las 24 h. de encubado Aldeanueva
SV.71 cerevisiae killer vino San Vicente
RSV.45 cerevisiae killer fermentacién tumultuosa San Vicente
RSV.51 cerevisiae killer fermentacién lenta San Vicente
RSV.73 cerevisiae killer vino San Vicente
GH.64 cerevisiae killer vino Haro
TH.44 cerevisiae killer fermentacién tumultuosa Haro
TH.54 cerevisiae killer fermentacién lenta Haro
RA.54 bayanus neutro fermentacion lenta Aldeanueva
GH.21 bayanus neutro uva Haro
GA.71 bayanus neutro vino Aldeanueva
1.95 bayanus neutro fermentacién tumultuosa La Grajera
BT.5 cerevisiae neutro vino La Grajera
3.22 cerevisiae neutro fermentacién lenta La Grajera
3.53 cerevisiae neutro fermentacién lenta La Grajera
1.94 cerevisiae neutro fermentacién tumultuosa La Grajera
1.55 cerevisiae neutro fermentacién tumultuosa La Grajera
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Tras llevar a cabo la primera seleccidn segtin el factor killer y la preseleccién sobre
cepas neutras, el grupo de clones a estudiar quedé definitivamente compuesto por 20 aisla-
dos cuyo origen y caracteristicas han quedado expuestos en la Tabla 3.

2.2.2. Estudio de la capacidad floculante

Se estudié mediante el test de Helm. En base a esta caracteristica no pudimos eliminar
ninguna de las 20 cepas puesto que todas poseen crecimiento disperso, caracteristica nece-
saria para conseguir una masa fermentativa homogénea (Parish y Carroll, 1987).

2.2.3. Produccion de dcido sulfhidrico

El andlisis en placa sobre agar sulfito de bismuto mostrd que todas las cepas forman
este dcido con mayor o menor intensidad, siendo este resultado acorde con lo reflejado por
Suzzi et al. (1975) en relacién a que sélo un porcentaje muy bajo de cepas estdn exentas
de generar este 4cido.

Sin embargo en el andlisis organoléptico de los vinos elaborados en mosto sintético
con las 20 cepas, solamente tres mostraban claramente aromas sulfhidricos. Estas 3 mues-
tras, TA.32, SV.71 y 1.55 fueron automdticamente eliminadas del grupo de levaduras en
proceso de seleccién, puesto que la produccién de estos compuestos provoca desviaciones
aromdticas perjudiciales para la calidad.

2.2.4. Microvinificaciones en matraces de 100 ml

En esta etapa tratamos de estudiar el comportamiento ferrnentatwo y refermentativo de
las 17 cepas restantes en diferentes condiciones.

Para el estudio del comportamiento fermentativo se realizaron tres microvinificaciones
diferentes con cada una de las cepas: la primera sobre mosto sintético, la segunda sobre
mosto sintético adicionado con 3,3 g/l de 4cido malico y 100 mg/l de anhidrido sulfuroso,
a fin de estudiar la capacidad de degradacién del dcido y la adaptacién a esos niveles de an-
tiséptico. Y finalmente la tercera microfermentacién se realizé sobre mosto de uva esteri-
lizado por filtracion.

La capacidad refermentativa de cada cepa se estudié mediante dos ensayos de microfer-
mentacién sobre mosto sintético adicionado en la primera prueba con 7% v/v de etanol y
la segunda afiadiendo el 10%. Estos ensayos se realizaron para estudiar la posibilidad de
utilizar estas cepas para refermentar vinos que por cualquier motivo hubieran quedado dul-
ces. En todos los casos, la temperatura de fermentacion fue de 20°C.

Los pardmetros estudiados en las 5 microfermentaciones fueron: grado alcohélico, pH,
acidez total, acidez volatil, 4cido tartdrico, dcido mdlico, 4cido ldctico, aziicares reductores,
anhidrido sulfuroso libre y total, altura de espuma forrnada, glicerol, duracién y velocidad
de la fermentacidn.

Como resultado de los datos obtenidos, se seleccionaron las 7 cepas de levadura que mos-
traron un comportarniento enolégico més adecuado y homogéneo en todas las experiencias.

2.3. Anélisis quimico y organoléptico de los vinos producidos

La fase final de seleccién sobre los 7 clones restantes se llevé a cabo mediante vinifi-
caciones puras sobre mosto de uva en volidmenes superiores (5 litros), que permitieran un
an4lisis quimico exhaustivo de los vinos, asi como anélisis organoléptico de los mismos.
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El mosto obtenido a partir de uvas de la variedad Tempranillo y esterilizado por filtra-
cidén, tenia las siguientes caracterfsticas analiticas: 193 g/l de azdcares, 1o que implica un
futuro grado alcohdlico aproximado de 11,4% v/v; pH, 3,23; acidez total, 7,41 g/L de
dcido tartarico; 4cido tartdrico, 4,73 g/L; dcido midlico, 3,27 g/L; 50, libre y total,

33/100 mg/L; y contenido en nitrégeno total de 478,8 mg/l.

2.3.1. Andlisis quimico

Los datos analiticos de los vinos elaborados se muestran en las Tablas 4 y 5.

Tabla 4: Resultados de los andlisis fisico-quimicos en los vinos elaborados con las 7

cepas seleccionadas
Cepas
Pardmetros V.22 RSV.45 RSV.73 TH.44 TH.54 3.22 3.53
Densidad 0.9930 0.9940 0.9927 0.9930 0.9939 0.9936 0.9939
Grado alcohdlico 11.80 11.55 11.60 11.60 11.65 11.60 11.65
Aziicares reductores 1.61 1.57 1.47 1.52 1.67 2.77 1.80
pH 3.30 3.25 3.28 3.27 2.27 3.33 3.29
Acidez total 7.13 7.34 7.45 7.10 7.06 7.39 7.31
Acido tartdrico 4.32 4.45 4.36 4.54 4.45 4.53 4.54
Acidez volitil 0.21 0.28 0.19 0.19 0.20 0.25 0.18
/:\cido mdlico 2.18 2.27 2.03 2.13 1.94 2.22 2.21
Acido D-ldctico 0.106 0.155 0.170 0.167 0.153 0.125 0.162
Acido L-l4ctico 0.031 0.017 0.016 0.017 0.019 0.022 0.020
Acido succinico 0.295 0.413 0.432 0.433 0.455 0.280 0.377
Glicerol 4.01 4.47 4.46 3.80 4.72 3.96 4.03
S0, libre y total 9/109 9/116 8/102 7/103 9/109 11/110 8/99

Tabla 5: Composicidn aromdtica de los vinos elaborados con las 7 cepas seleccionadas (mg/l)

Cepas

Pardmetros V.22 RSV.45 RSV.73 TH.44  TH.54 3.22 3.53
Etanal 54,5 55,7 45,5 45,5 52,6 57.9 53.4
Metanol 46,4 43,4 40,5 49,0 42,6 41,9 43,4
1-Propanol 24,7 35,1 30,5 32,2 31,7 31,7 35,9
Isobutanol 90,0 87,4 88,4 1024 88,4 55,9 76,1
2-Metil 1-Butanol 14,2 17,0 17,0 17.0 16,6 14,2 14,2
3-Metil 1-Butanol 119,7 139,2 142,7 155,3 144,9 125,8 163,5
Alccholes superiores 248,6  278,7 278,6  306,9 281,6 227.6 289,7
Acetato de etilo 30,0 51,0 33,3 43,4 35,4 31,6

42,6

Segtin se deriva de los andlisis fisico-quimicos, todas las cepas mostraron un compor-
tamiento similar. Destaca el mayor contenido en azicares reductores del vino elaborado
con la cepa 3.22, asf como la menor produccién de dcido succinico de las cepas V.22 y
3.22. Los clones V.22, TH.44, 3.22 y 3.53 producen cantidades de glicerol inferiores al
resto de cepas. Todas las levaduras incrementan ligeramente el nivel de SO, total respecto

al inicialmente afiadido.

En cuanto a la composicidn aromdtica, las cepas V.22 y 3.22 son las que menor can-
tidad de alcoholes superiores ceden al vino y también las menos productoras de acetato de
etilo, pardmetros que producen caracteristicas organolépticas negativas (Yang, 1975;
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Sudrez-Lepe, 1990). Las cepas 3.22 y 3.53 se caracterizan ademds por ser las que menos
isobutanol comunican al vino tras la fermentacién alcohdlica, y la cepa V.22 por ser la
menor formadora de propanol.

2.3.2. Andlisis organoléptico de los vinos

Todo proceso de seleccidn de levaduras se compone de una serie de estudios de las ce-
pas en base a criterios tecnoldgicos y bioquimicos. Sin embargo el objetivo final siempre
es que la levadura seleccionada autdctona sea capaz de producir un buen vino de calidad que
mantenga la tipicidad propia de una regién.

Por ese motivo los vinos obtenidos con las 7 cepas fueron sometidos a un examen
organoléptico por un panel de 10 catadores expertos. En la Tabla 6 se muestran los resul-
tados obtenidos. Como se puede observar, los vinos mejor valorados fueron los elaborados
con las cepas V.22 y la 3.22, situdndose el resto por detrds. El vino peor calificado fue el
elaborado con la cepa TH.54.

Tabla 6: Calificacién organoléptica de los vinos

Cepas Calificacién
V.22 22,5 (Muy bien)
RSV .45 27,0 (Bien)
RSV.73 28,8 (Bien)
TH.44 30,4 (Bien)
TH.54 42,0 (Bien)
3.22 23,4 (Bien)
3.53 28,5 (Bien)

Como resultado de este examen concluimos el proceso de seleccién eligiendo finalmente
la cepa denominada V.22, porque ademés de ser la mejor calificada en la cata, posee un fenoti-
po killer respecto a la 3.22 que es neutra. Sin embargo esta tltima cepa queda reservada para
futuros proyectos puesto que desde el punto de vista aromético se la calificé como excelente.

3. CONCLUSIONES

Como resultado de todo el proceso descrito, finalmente se ha seleccionado una cepa
autéctona Saccharomyces cerevisiae variedad cerevisiae, llamada V.22. Esta cepa posee ca-
racterfsticas fisiolégicas y enoldgicas interesantes que se muestran a continuacion:

Fenotipo "killer"

No floculante

Baja productora de SHj

Elevada velocidad de fermentacién

Buena degradacién de azicares

Baja productora de acidez volatil

No espumdgena

Buena capacidad refermentadora

Degrada aproximadamente el 30% del dcido malico en mosto de uva
Produccién moderada de glicerol

Produccién moderada de alcoholes superiores y etanal
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