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RESUMEN

Se ha estudiado la adicién de materia nitrogenada en distintos mostos de uva
y su efecto sobre la fermentacion alcohdlica (desarrollo y microorganismos pre-
sentes). Esta adicion no dio lugar a modificaciones significativas en el desarrollo y
resultado final de las distintas elaboraciones llevadas a cabo durante tres campanas
consecutivas. Tampoco se han encontrado diferencias en la biodiversidad de las Sa-
ccharomyces cerevisiae presentes en las fermentaciones, ni en los clones dominantes
en cada campana. Estos resultados fueron independientes del nivel de nitrégeno en
el mosto inicial y de las distintas cantidades anadidas, lo que parece indicar que la
distribuciéon de clones en el curso de la fermentacion alcohdlica es independiente
del contenido en nitrégeno.

Palabras clave: fermentacion alcohdlica espontidnea, nitrégeno facilmente asimilable
(NFA), Saccharomyces cerevisiae, paradas de fermentacion.

In this paper the addition of nitrogen to different musts and their effect on alco-
holic fermentation (development and microorganisms) has been studied. The addi-
tion didn’t produced significative modifications on vinifications (development and
result) during three consecutive vintages. No differences in Saccharomyces cerevisiae
biodiversity have been detected. These results were independent of the nitrogen level
in musts and of the nitrogen level added. These results showed that the distribution
of Saccharomyces cerevisiae strains during alcoholic fermentation is independent of
the nitrogen level.

Key words: spontaneous alcobolic fermentation, easily assimilable nitrogen, Saccha-
romyces cerevisiae, stuck fermentation.

0. INTRODUCCION

Para que la fermentacion alcohdlica del mosto de uva se desarrolle sin dificul-
tad, se necesita una cantidad minima de nitrégeno en el medio, con el fin de que
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las levaduras puedan formar sus estructuras celulares y reproducirse. En el mosto
hay distintas fuentes de materia nitrogenada, pero las levaduras no tienen la misma
afinidad por unas y otras. A la suma del i6n amonio y los aminodcidos, a excepcion
de la prolina, se le denomina nitrégeno facilmente asimilable (NFA), y constituye
la principal fuente de materia nitrogenada utilizada por las levaduras. Los péptidos
y las proteinas sélo son metabolizados excepcionalmente (Fleet y Heard, 1993). En
general, se considera que la cantidad de NFA en el mosto inicial debe ser superior
a 150 mg/1 para lograr el correcto desarrollo de la fermentacién (Blouin y Peynaud,
2004; Henschke y Jiranek, 1993; Sudrez y col., 2003). Las necesidades de nitrégeno
facilmente asimilable se incrementan con el aumento de la concentracion de azica-
res en el mosto (Jiranek y col., 1995) y puede variar significativamente en funcién de
la cepa de levadura, ya que algunas pueden necesitar hasta dos veces mas cantidad
de nitrégeno para fermentar el mismo mosto (Julien y col., 2001).

La deficiencia en NFA puede conducir a la disminucion de la velocidad de la
fermentacion y a paradas precoces de la misma, ya que el nitrégeno se utiliza en la
biosintesis de las proteinas que participan en el sistema de transporte de los azica-
res (Bell y Henschke, 2005). La falta de NFA en el mosto, también se ha relacionado
con la produccién de dcido sulfhidrico (SH,), lo que incide negativamente en la
composicion aromadtica del producto final (Gagner y col., 2002).

En general, se considera que el mosto contiene cantidades suficientes de ma-
teria nitrogenada para desarrollar la fermentacion sin problemas. Pero en ciertos ca-
sos (vendimias pobres en nitrogeno, mostos muy desfangados, mostos con elevada
cantidad de azdcares) se recomienda la adicion de sales amoniacales para garantizar
su correcto desarrollo (Ribéreau-Gayon, 1999). El empobrecimiento del mosto en
nutrientes nitrogenados producido por el desfangado en la elaboracion de vinos
blancos, hace que en la actualidad la mayoria de las bodegas que elaboran este tipo
de vinos adicionen sistematicamente materia nitrogenada con el fin de evitar pro-
blemas de ralentizaciones o paradas de la fermentacion. Sin embargo, un exceso de
nitrégeno residual en el vino final, puede tener un impacto en la calidad aromatica,
en la estabilidad microbiolégica y puede dar lugar a la acumulaciéon de urea, molé-
cula precursora del carbamato de etilo (Butzke, 1998).

La adicion de materia nitrogenada a los mostos se realiza normalmente en
forma de sales de amonio, cuya dosis estd limitada en la Unién Europea (UE) a 30
g/Hl, cantidad que para algunos autores es insuficiente (Munoz y Ingledew, 1990;
Ribéreau-Gayon, 1999). Otra cuestion es el momento en que debe realizase la adi-
cion para que su efectividad sea maxima. Algunos autores recomiendan realizar la
adiciéon al comienzo de la fermentacion (Castino y Stefano, 1990), otros aconsejan
hacerlo en la fase estacionaria (Sablayrolles y col., 1996), y finalmente otros reco-
miendan dividir la adicién en mds de una vez (Hidalgo, 2003).

Este trabajo describe el efecto de la adicion de materia nitrogenada en diferen-
tes fermentaciones espontdneas llevadas a cabo durante tres campafas consecutivas.
Ademas se estudia la influencia de la dosis empleada y del momento de la adicion,
sobre el desarrollo de la fermentacion espontanea y sobre la poblacion de levaduras
de la especie Saccharomyces cerevisiae presente.

1. MATERIALES Y METODOS

Las fermentaciones se desarrollaron durante tres campanas consecutivas, en
depositos de acero inoxidable de 50 1 de capacidad, con mostos procedentes de uva
de la variedad blanca Viura obtenido mediante estrujado, prensado, desfangado y
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sulfitado (50 mg/D). Se estudi6 la adicion de materia nitrogenada en distintas can-
tidades y momentos de la elaboracion. El compuesto utilizado para la adicion fue
fosfato diamonico (DAP).

El primer ano se estudio la adicién al mosto, antes del inicio de la fermentacion,
de distintas cantidades de DAP (15 y 30 g/HD. El segundo ano se estudié nuevamen-
te la dosis de 30 g/HIl de difosfato amonico, pero la adicion se realizé al final de la
fase de crecimiento exponencial de las levaduras (descenso de tres unidades en el
°Brix). El tercer anio, se aumento la dosis a 60 g/Hl de DAP, teniendo en cuenta la
opinién de ciertos autores, que consideran insuficiente la dosis maxima permitida.
También este ano la adicion se realizo al final de la fase de crecimiento exponencial
de las levaduras.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado y la temperatura de fermentacion
en todos los casos se control6 a 18°C.

El seguimiento de las fermentaciones, en todos los depésitos y en las distintas
campanas, se realizé6 mediante medida diaria del °Brix (medida con refractometro
digital ATAGOdbx-30), del nitrégeno facilmente asimilable (NFA) analizado median-
te valoracion con formol (Aerny, 1990), y recuento de levaduras viables. El recuento
de las levaduras se realiz6 siguiendo la técnica de diluciones decimales sucesivas y
siembra en placa. El medio utilizado fue Cloranfenicol-glucosa agar (Biokar Diag-
nostics, Beauvais, France). Las placas se incubaron en estufa a 25°C durante 48 ho-
ras. Se eligieron para el recuento las placas que contenian entre 30 y 300 colonias.
En dos momentos de la fermentacion (tumultuosa y final) se aislaron aleatoriamente
10 colonias de cada placa para su posterior identificacion. Tanto la comprobacion
de la pertenencia de los aislados a la especie Saccharomyces cerevisiae como su
caracterizacion a nivel clonal se realiz6 mediante el analisis de restriccion del ADN
mitocondrial (mtDNA) (Querol y Barrio, 1990; Gillamén, 1996). Los andlisis micro-
biologicos se realizaron por triplicado sobre una muestra de 3 ml formada mediante
la mezcla de 1 ml de mosto procedente de cada una de las tres repeticiones de cada
ensayo. Los parametros fisicoquimicos de los mostos y vinos se determinaron segin
los métodos oficiales de andlisis de la U.E. (Diario Oficial de la CEE, 1990).

2. RESULTADOS Y DISCUSION

El contenido de los mostos en NFA varié considerablemente de una campana
a otra, lo que permitié estudiar el efecto de la adicion de materia nitrogenada en
distintas condiciones iniciales (Tabla 1). El primer afio el mosto presentaba un nivel
de NFA suficiente, el segundo un contenido elevado, y el tercero un nivel inferior al
minimo recomendado. En todos los casos el contenido en azicares del mosto fue
similar.

Tas1a 1.
COMPOSICION ANALITICA DE LOS MOSTOS EN LAS TRES CAMPANAS ESTUDIADAS

PARAMETROS PRIMER ANO SEGUNDO ANO TERCER ANO
Turbidez (NTU) 15 50 25
Azucar (g/1) 189 193 201
pH 3.33 3.36 3.31
Ac. total (g/1 acido tartarico) 6.15 7.43 5.59
NFA (mg/1 de N) 176 244 139
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Figura 1.- Evolucion de la fermentacion alcohdlica en elaboraciones
realizadas con distintas adiciones de materia nitrogenada en diferen-
tes campanas.

La adicién de materia nitrogenada practicamente no afecté al desarrollo de la
fermentacion alcohdlica, como se observa en la Figura 1, donde se muestra la evo-
lucién del grado Brix en las tres campanas estudiadas. En los dos primeros anos, la
adicién de DAP no supuso mejoria en el desarrollo de las fermentaciones, siendo
unicamente de destacar que las realizadas con adicion de nitrogeno dieron lugar a
vinos ligeramente mas secos (Tabla 2). Estos resultados se debieron probablemente,
a que en estas campanas, la cantidad de NFA en el mosto era alta y suficiente para
el correcto desarrollo de la fermentacion, por lo que en estas condiciones, la adicion
de materia nitrogenada no supuso ninguna mejoria en el proceso fermentativo. En
el tercer afo, se observo una mejora en la velocidad de fermentacion del ensayo
con adicion de DAP respecto al testigo. Sin embargo como se puede apreciar en
la Figura 1, la mejoria habia comenzado antes de realizarse la adicion. Asi, ni la
elevada dosis utilizada (el doble de la permitida legalmente), ni el momento de la
adicion parecen incidir directamente en esta mejora. A priori, las condiciones de esta
campana parecian las idoneas para comprobar el efecto beneficioso de la adicion
de nitrégeno, ya que la cantidad de NFA presente en el mosto (139 mg/D) es con-
siderada insuficiente para el correcto desarrollo de la fermentaciéon por la mayoria
de autores consultados (Bely y col., 1990; Ribéreau-Gayon, 1999). A pesar de todo
ello, tanto las elaboraciones testigo como las realizadas con adicion de DAP del
tercer ano fueron las mejores en cuanto a duracioén y contenido final en azuicar, de
todas las elaboraciones realizadas en las tres campanas (Tabla 2). Asimismo, todos
los anos, se observd un mayor contenido en nitrégeno residual en los vinos donde
se habian realizado aportes de materia nitrogenada. Otros autores han sefalado ya,
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que mayores cantidades de NFA en el medio no estin siempre relacionadas con me-
jores cinéticas de fermentacion (Ough y col., 1991; Torija y col., 2003). Berger y col.
(2000), consideran que el margen para que el nitrogeno presente en el medio pase
de ser suficiente a ser limitante para las levaduras, es tan estrecho, que los primeros
sintomas de estrés en las levaduras provocados por la falta de nitrégeno aparecerian
de repente, y esto explicaria que fermentaciones con bajo contenido en nitrogeno
se desarrollen con normalidad aunque se encuentren préximas a este punto critico,
siempre que no lleguen a alcanzarlo. La explicacion, en ultima instancia, estarfa en
relacion con la mayor habilidad de ciertas cepas para utilizar el nitrégeno disponible
(Bisson y Butzke, 2000; Jiranek y col., 1995), ya que se ha comprobado que tanto
los requerimientos en nitrégeno como la eficacia en su utilizacion es diferente en
funcion de la cepa de levadura (Julien y col., 2000) y que esta diferencia entre cepas
tiene una base genética (Poole y col., 2000).

TaBLA 2.
PARAMETROS DESCRIPTIVOS DE LAS FERMENTACIONES ESTUDIADAS

. PRIMER ANO SEGUNDO ANO TERCER ANO
PARAMETROS
T 15 DAP | 30 DAP T 30 DAP T 60 DAP
Duracion (dias) 19 19 19 18 18 15 12
Azicar residual (g/1) 2.49 2.09 2.16 3.46 3.26 2.20 1.84
N° maximo de levaduras
(ufc mI™ x 10) 14.4 12.2 18 52 53 122 127
NFA residual (mg/1) 13 23 40 70 102 15 60
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Figura 2.- Evolucion de la poblacion de levaduras en elaboraciones
realizadas con distintas adiciones de materia nitrogenada en diferen-
tes campanas.

Zubia|nim. 16-17 (2004-2005), pp. 83-92
Monogrdfico | ISSN 1131-5423

87



88

R. LOPEZ, P. SANTAMARIA, S. EPIFANIO, P. GARIJO Y A.R. GUTIERREZ

En la Figura 2, se muestra la evolucién de las poblaciones de levaduras en las
distintas campanas y se sefnala el momento de las adiciones de DAP en el segundo
y tercer afio. En la primera vendimia se produjeron pequenas diferencias en las
poblaciones de levaduras que llevaron a cabo las fermentaciones, en el sentido de
que fueron las fermentaciones realizadas con el mayor aporte de nitrégeno, las que
se alcanzaron mayor nimero de levaduras viables, aunque este aumento no afecto
a la cinética de fermentacion. Como exponen Gagner y col., (2002) la asimilacion
de nitrégeno del medio no estd necesariamente relacionada de forma proporcional
con la formacién de biomasa, ya que puede ser utilizada para aumentar la actividad
fermentativa (Julien y col., 2000), o retenida en las vacuolas celulares como reservo-
rio para su utilizacion a lo largo de la fermentacion (Bisson, 1999). En esta primera
campana, se observo tambien que en las elaboraciones realizadas con aporte de
15 g/Hl de DAP, la poblacién de levaduras viables al final de la fermentacion fue
mayor que en el resto de ensayos.

En el segundo ano, la adicién no parece lograr una mayor multiplicacién de las
levaduras, lo que concuerda con lo indicado por otros autores cuando la adicién de
materia nitrogenada se realiza en la fase estacionaria (Blateyron y col., 2000; Julien y
col., 2000). En el tercer ano, la adicion de DAP, a pesar de su elevada dosis, tampoco
supuso un aumento en la poblacién de levaduras, como le sucediera a Grossmann 'y
col., (2000). Estos autores observaron que la adicién de DAP no tenia ningin efecto
en algunas cepas de levadura, incluso con adiciones del 150% sobre el limite per-
mitido. Cabe destacar que esta campana, a priori deficiente en materia nitrogenada,
se alcanzaron las poblaciones de levaduras mds elevadas del conjunto de las tres
campanas, al margen de la adicion de nitrogeno realizada.

Al estudiar las levaduras aisladas en las fermentaciones de todos los ensayos
realizados los tres afos, se encontraron 29 perfiles de mtDNA diferentes que se co-
rresponden con diferentes clones o cepas de Saccharomyces cerevisiae (Guillamon,
1996), a excepcion de uno de los clones hallados el primer ano cuyo perfil no co-
rrespondi6 al tipico para esta especie (clon XIV). En la Tabla 3 se recogen todos los
patrones hallados en las diferentes campanas y tratamientos.

En la primera campana, se encontraron 14 clones diferentes. En las elaboracio-
nes testigo, los clones dominantes fueron el I, el IX y el X. Estos dos ultimos repitie-
ron su dominio en las adicionadas con 30 g/HI. Sin embargo, fueron los clones IT y
I los que mayoritariamente dirigieron las fermentaciones adicionadas con 15 g/Hl.
Hay que recordar que cuando se estudio la evolucion del ndmero de levaduras a lo
largo de la fermentacion (Figura 2), éstas elaboraciones ya mostraron un comporta-
miento ligeramente diferente al resto al final de la fermentacion.

En las elaboraciones del segundo afno, se encontraron 11 perfiles de DNAmt
diferentes. El clon XVI fue claramente dominante en todas las elaboraciones, tanto
en las testigos como en las adicionadas con materia nitrogenada, y representd en
todas ellas un minimo del 50% de la poblacion. La diversidad clonal en testigos y
adicionados fue similar, con una media de 7 patrones distintos por elaboracion.

En las elaboraciones del tercer afio, se encontraron 6 perfiles de DNAmt dife-
rentes. En esta campana se repite el esquema del afio anterior: hubo un clon clara-
mente mayoritario (clon VII) que representdé mds del 50% en todas las elaboracio-
nes, tanto en las testigo como en las tratadas. La diversidad clonal tampoco mostro
diferencias significativas, se encontraron 5 clones diferentes en el testigo y 4 en el
ensayo con adicion de materia nitrogenada.
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TaBLA 3.
FRECUENCIA DE APARICION (%) DE LOS DISTINTOS PATRONES DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE
AISLADOS EN CADA CAMPANA. LOS DATOS SON LA MEDIA DE LA FERMENTACION Y DE LAS
REPETICIONES.

PRIMER ANO SEGUNDO ANO TERCER ANO

PATRONES
T 15 DAP 30 DAP T 30 DAP T 60 DAP

I 20 5 - - - - -

il - 25 5 - - - -

111 - 20 - - - - -

v 10 - 5 - - - -

VI - 10 - - - - -

VII - 5 - - - 55 80

VIII 5 5 10 - 5 - -

IX 20 - 30 - - - -

XII 5 - - - - - -

XIIT 10 10 - - - - -

XTIV 5 - 15 - - - -

XVI - - - 65 50 - -
XVII - - - 5 - - -
XVIIT - - - 5 B B .

XIX - - - - 10 - -

XXI - - - 5 - - -

XXII - - - 5 5 - -
XXIIT - - - - 5 - -
XXIV - . - - 15 i _

XXV - - - - - 5 -

XXVI - - - - - 15 -

XXVII - - - - - 20 10

XXVIII - - - - - 5 5
XXIX - - - - - - 5

N° de clones
diferentes 9 10 8 7 7 5 4

* levadura no-Saccharomyces
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Las ligeras diferencias encontradas en los clones de Saccharomyces cerevi-
siae presentes en cada ensayo no se pudieron relacionar con el aporte de materia
nitrogenada. Similares resultados fueron obtenidos por Granchi y col. (2003) que
comprobaron que la limitacion de NFA no es suficiente para incidir en la diversi-
dad genética de las levaduras presentes en la fermentacion espontinea. En trabajos
anteriores se ha sefialado que el requerimiento en nitrégeno vy la eficiencia en la
asimilacion del mismo estan claramente ligados a la cepa de levadura (Jiranek y col.,
1995; Julien y col., 2001), lo que podria llevar a una seleccion de las cepas presentes
en funcién de la disponibilidad de nitrégeno inicial y de la tasa de agotamiento de
este compuesto a lo largo de la fermentacion. En nuestros ensayos, no se ha podido
comprobar este efecto, ya que tanto cuando el nitrégeno ha estado presente en ex-
ceso (segundo afio) como cuando ha sido deficiente (tercer afo), la distribucion de
clones mayoritarios de elaboraciones testigo y con adicion de materia nitrogenada
ha sido similar.

Al comparar los perfiles de restriccion del mtDNA de las tres vendimias estu-
diadas no se encontré ningin patrén comun a las tres (Tabla 3). Los tnicos patrones
hallados en mas de una campana fueron el VII y el VIII que aparecieron en dos afos
distintos cada uno. El clon VII, se encontré solamente el primer afio estudiado en las
elaboraciones con adicion de 15 g/HI de DAP con una presencia minima (5%). Sin
embargo, en la tercera campana fue el clon mayoritario con una frecuencia superior
al 50%. En el segundo caso, el clon VIII, estuvo presente en todas las elaboraciones
realizadas el primer afio en porcentaje variable del 5% al 20% y cuando reaparecio
al ano siguiente, lo hizo con una frecuencia del 5%.

Estos resultados mostraron, por tanto, la falta de influencia de la adicion de
materia nitrogenada sobre la distribucion y frecuencia de los clones mayoritarios
de Saccharomyces cerevisiae, ya que no se pudo encontrar una relacion entre trata-
miento y presencia de clones en la fermentacion.

3. CONCLUSIONES

La adicion de nitrogeno amoniacal, anadido al mosto antes de comenzar la fer-
mentacion o una vez iniciada ésta, incluso cuando la dosis empleada fue superior al
limite legal, no dio lugar a modificaciones significativas en el desarrollo y resultado
final de las distintas fermentaciones llevadas a cabo durante tres campanas.

El escaso efecto de las distintas adiciones de materia nitrogenada sobre los
parametros del proceso fermentativo, constatada en estos ensayos, podria deberse
a que los mostos de partida presentaban una concentracion en materia nitrogenada
suficiente para un correcto desarrollo de la fermentacion alcohdlica por lo que, en
estas condiciones, el aporte de nitrégeno no supuso ninguna mejora en la cinética
fermentativa ni en el nimero de levaduras. Por otra parte, la mayor o menor dispo-
nibilidad de nitrégeno, tampoco influyé en la variabilidad clonal (nimero de clones
diferentes) ni en su distribucion en las distintas fermentaciones realizadas.

Por lo tanto, la adicion sistematica de nitrégeno en mostos, como practica para
mejorar el desarrollo de las elaboraciones en virgen, puede no suponer ninguna
mejora y si un riesgo debido a la acumulacion de nitrégeno residual en los vinos,
ya que el exceso de estos compuestos supone una disminucion de la estabilidad
microbiolégica.
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