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Presentacion del trabajo

Esta memoria de Tesis Doctoral se presenta en forma de compendio de publicaciones
cientificas, siguiendo la normativa de la Universidad de La Rioja aprobada por Consejo de

Gobierno el 22 de Julio de 2005.

Este trabajo ha sido realizado a lo largo de varios afos y podria decirse que en dos
etapas bien diferenciadas. En el afio 2002, me fue concedida una beca del Gobierno de La
Rioja de Formacion de Personal Investigador en Microbiologia Enologica, gracias a la cual
formé parte del equipo de trabajo de Microbiologia de la Seccion de Enologia y Viticultura
del Servicio de Investigacion y Desarrollo Agrario de la Consejeria de Agricultura de La

Rioja (CIDA).

En aquel momento participé en varios proyectos que tenian por objeto el estudio de las
especies de levaduras no-Saccharomyces presentes en las fermentaciones alcohdlicas de la
Denominacion de Origen Calificada Rioja. Para ello, en primer lugar se pusieron a punto
algunas técnicas de biologia molecular para la identificacion de microorganismos enoldgicos
y posteriormente se estudid, con ayuda de esas técnicas, los géneros, especies y cepas de
microorganismos que aparecian con mayor frecuencia en las fermentaciones de la region. El
objetivo final era utilizar ese conocimiento para una futura seleccion de levaduras no-
Saccharomyces de interés para vinificaciones controladas, como ya habia realizado dicho
equipo de trabajo con anterioridad con levaduras de la especie Saccharomyces cerevisiae. En
la actualidad, todos los microorganismos aislados en estos trabajos se estan estudiando para

tal fin.

En aquellos primeros afios se considerd interesante estudiar qué levaduras estaban
presentes en la materia prima de las vinificaciones de la region y su relacion con las especies
detectadas a lo largo de las fermentaciones alcohdlicas. Los resultados obtenidos se

presentaron como memoria para la obtencion del Diploma de Estudios Avanzados.



Dado que otra fuente importante de levaduras en las fermentaciones son las
instalaciones de las bodegas colonizadas por ellas en afios anteriores, se continud el trabajo en
esa linea, intentando ampliar el conocimiento de las especies presentes en el equipamiento de

las bodegas y estudiando también su relacion con las detectadas en los mostos encubados.

Hasta ese momento se habian abordado los posibles origenes de las distintas especies
y su presencia en el medio fermentativo, suponiendo que el mecanismo de transmision de las
levaduras era el simple contacto entre los distintos medios: uvas, mostos y equipamiento de la

bodega.

Pero existe otro vehiculo de transmision de microorganismos que no habia sido apenas

estudiado en la industria enologica, aunque si en otros tipos de industrias alimentarias: el aire.

La necesidad de conocer este medio de transmision de microorganismos en el
ecosistema enoldgico llevo a un grupo de investigacion en la Universidad de La Rioja, junto
con parte del grupo de investigacion con el que realicé mis anteriores trabajos, a trabajar en el
Proyecto FOMENTA 2007/04, con el que se comenzd a estudiar la diversidad de levaduras
presentes en el aire de las bodegas de la D.O.Ca. Rioja, su relacion con las actividades
llevadas a cabo en las bodegas y la posibilidad de establecer el control del aire como un

mecanismo de deteccion de ciertas contaminaciones en 1os vinos.

Los resultados de estos estudios, en los que trabajé como parte del equipo en la
Universidad de La Rioja, dieron forma final a este conjunto que hoy se presenta en forma de
memoria de tesis doctoral, y que pretende ser una aproximacion al conocimiento de las
levaduras, principalmente del grupo no-Saccharomyces, presentes en los ecosistemas

vitivinicolas de la region de la D.O.Ca. Rioja.
Los trabajos presentados son seis:
1. Estudio de las levaduras no-Saccharomyces presentes en uvas.

2. Analisis cuantitativo y cualitativo de levaduras no-Saccharomyces en fermentaciones

alcohodlicas espontaneas.

3. Presencia de levaduras no-Saccharomyces en el equipamiento de la bodega y en el

mosto durante la época de vendimia.



4. Analisis de las levaduras presentes en el aire de una bodega a lo largo de un afio.
5. Estudio de las levaduras del aire de las bodegas y su riesgo de contaminacion del vino.

6. Comparacion de medios de cultivo para la recuperacion de levaduras presentes en el

aire de las bodegas.

La estructura de esta memoria incluye los siguientes apartados, ademas de esta
Presentacion del trabajo. En primer lugar, una Introduccion, que recoge algunos de los
aspectos mas importantes estudiados acerca del tema que nos ocupa. A continuacion, los
Objetivos, que focalizan el proposito de este estudio. El apartado de la Metodologia describe
en detalle el esquema de trabajo y los métodos y técnicas seguidas para obtener los resultados,
que se recogen en forma de articulos publicados en revistas cientificas y sus resimenes, a
excepcion del primero, en el apartado Resultados. Para finalizar, el apartado Discusion
General permite obtener una vision general del conjunto del trabajo estableciendo relaciones
entre los distintos ecosistemas estudiados, lo que lleva a completar el apartado final de

Conclusiones.
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Introduccion

1.1. La elaboracion del vino

El vino es un producto natural resultado de numerosas reacciones bioquimicas, que
tienen lugar desde la maduracion de las bayas, pasando por la vendimia, la fermentacion
alcoholica, la fermentacidon malolactica, la estabilizacion, la crianza, la clarificacién, etc.,
hasta después del embotellado. Muchas de esas reacciones se deben a los microorganismos
presentes tanto en las uvas como en las superficies de la bodega, entre los que se encuentra

una gran variedad de levaduras.

En la elaboracion del vino las transformaciones bioquimicas mas importantes
conducidas por microorganismos son la fermentacion alcoholica y la fermentacion
malolactica. La fermentacion alcoholica ocurre en primer lugar y es el proceso bioquimico
por el cual los azicares del mosto se transforman fundamentalmente en etanol y anhidrido
carbonico, debido a la accion de algunas levaduras. La fermentacion malolactica consiste
basicamente en la desacidificacion biologica del vino mediante la transformacion del acido
L(-) malico (dicarboxilico) en &cido L(+) lactico (monocarboxilico) y anhidrido carbdnico,
por accion de algunas bacterias lacticas, principalmente de la especie Oenococcus oeni.
Generalmente, la fermentacion maloléctica tiene lugar después de la fermentacion alcohdlica,
ocasionando una disminucion de la acidez total y un incremento del pH y modificando asi las
caracteristicas organolépticas del vino. Estas dos reacciones bioquimicas llevadas a cabo por
microorganismos contribuyen esencialmente a la calidad final del producto (Swiegers et al.,

2005).

La fermentacion alcoholica es la tnica imprescindible en la elaboracion de los vinos,
puesto que mediante esa reaccion tiene lugar la transformacion de los aziicares procedentes de
la uva en etanol y, por tanto, el paso de mosto a vino. Las levaduras transforman parcialmente
la glucosa y la fructosa (azucares fermentables por ellas en condiciones enoldgicas) en alcohol
etilico, anhidrido carbdnico y cientos de otros metabolitos secundarios que afectaran a la
calidad final del vino y a sus caracteristicas organolépticas (Flanzy, 2000; Blouin y Peynaud,
2004). Durante el proceso se puede encontrar una gran diversidad de especies de levaduras

(Fleet et al., 1984; Fleet, 1993; Querol et al., 1994), de las que s6lo una pequefia proporcion
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participa de forma notable (Romano et al., 2003a). Las levaduras predominan durante la
fermentacion alcohdlica, dada su mejor adaptacion al bajo pH y a la alta concentracion de
azucares del mosto y, normalmente, cuando los azicares reductores son transformados en
etanol, la poblacion de levaduras disminuye y el desarrollo de las bacterias lacticas comienza

a ser importante.

La vinificacién incluye, ademds de las fermentaciones anteriores, procesos de
conservacion y envejecimiento, asi como tratamientos de estabilizacion y embotellado.
Durante estas etapas también pueden desarrollarse microorganismos que afectan a la calidad

final del vino, entre los que se encuentran diferentes géneros y especies de levaduras.

1.2. Levaduras que participan en la vinificacion:

Saccharomyces y no-Saccharomyces

La vinificacion es basicamente el resultado de la accidon secuenciada de varias especies
de levaduras pertenecientes a géneros distintos. La principal levadura que lleva a cabo la
fermentacion alcohdlica es Saccharomyces cerevisiae, pero no es la tnica que interviene en el
proceso, sobre todo si la fermentacion se realiza de forma espontanea. Existe una gran
diversidad de especies, conocidas en general como levaduras no-Saccharomyces, que
intervienen en mayor o menor medida en la fermentacion alcohodlica, sobre todo, en sus

primeras fases (Jolly et al., 2003a).

Aunque se conocen algo mas de 100 géneros distintos, las levaduras enoldgicas que
estan presentes de manera significativa en la uva, en el mosto, que intervienen en el proceso
fermentativo, o son capaces de desarrollar alteraciones en el vino, estan representadas por
algo mas de una quincena de géneros, entre ellos Hanseniaspora/Kloeckera, Candida, Pichia,
Hansenula, Torulaspora, Rhodotorula, Metschnikowia, Debaryomyces, Kluyveromyces,
Brettanomyces/Dekkera,  Cryptococcus,  Saccharomyces,  Schizosaccharomyces 'y
Zygosaccharomyces (Kurtzman y Fell, 1998; Ribéreau-Gayon et al., 1998; Hidalgo, 2002). En
cualquier caso, y, salvo excepciones, en los mostos en fermentacion las cepas predominantes
pertenecen a la especie S. cerevisiae, levadura de gran pureza fermentativa y tipicamente

alcohdgena.
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La inoculacion del mosto por todos estos microorganismos se produce de forma
espontanea con las levaduras que se encuentran en el hollejo de la uva y con las presentes en

el equipamiento y maquinaria de la bodega (Pretorius et al., 1999).

1.3. Origen de las levaduras que participan en la vinificacion

1.3.1. Levaduras en las uvas

La superficie de las uvas tiene una ecologia microbiana muy compleja, con gran
diversidad de bacterias, hongos filamentosos y levaduras, que influirdn en las caracteristicas

de los mostos y, por tanto, en las propiedades del vino resultante.

Tradicionalmente se ha considerado a las uvas como la primera fuente de
microorganismos que participan en la vinificacion, pudiendo ser detectados en las bayas desde
el inicio de la maduracion (Lafon-Lafourcade, 1983). Pero estos microorganismos necesitan
un vector que les permita llegar hasta ellas. Algunos investigadores opinan que son llevados
hasta los racimos debido al efecto del viento (Carrascosa et al., 2005) y por insectos como
abejas, avispas y Drosophila (Parle y di Mena, 1966; Mortimer y Polsinelli, 1999; Zacchi y
Vaughan-Martini, 2002) y recientemente se ha comprobado la diseminacion de levaduras de

interés enologico también por medio de pajaros migratorios (Francesca et al., 2012).

Las poblaciones de levaduras encontradas en las uvas suelen ser del orden de 10° a 10
células/grano, dependiendo del grado de madurez de la baya, del estado sanitario, de las
condiciones climaticas del cultivo (lluvias, temperatura) y de los tratamientos sanitarios

aplicados (Hidalgo, 2003; Fleet, 2008).

Asi mismo, la diversidad de las poblaciones de las levaduras que habitan la superficie
de las uvas viene determinada por estos y otros factores. El suelo, la variedad de uva y las
técnicas culturales empleadas en el viledo pueden influir en el ecosistema microbiano de las
uvas (Renouf et al., 2005 y 2006). Ademas, la distribucion de especies varia entre zonas
geograficas y entre vendimias sucesivas, aunque casi siempre se encuentran los mismos

géneros (Jolly et al., 2003a).
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Sin embargo, en la actualidad se considera que el principal factor que afecta
cuantitativa y cualitativamente a la ecologia microbiana de las uvas es la integridad de los
granos, condicionada principalmente por el estado sanitario de las uvas y el grado de
maduracion de las mismas (Barata et al., 2012). Asi, en las bayas sanas e intactas se detectan
las mismas especies de levaduras que en las hojas de la vid, que son basidiomicetos de los
géneros Cryptococcus, Rhodotorula o Sporobolomyces, y la especie Aureobasidium pullulans.
A medida que la epidermis de la uva va debilitindose con la maduracion se observa un
aumento importante en el nimero de especies de ascomicetos oxidativos o con metabolismo
débilmente fermentativo, como los géneros Candida, Hanseniaspora, Metschnikowia o
Pichia. Cuando los granos tienen su cuticula dafiada la disponibilidad de azicares es mayor
para los microorganismos, lo que permite el desarrollo de especies con mayor capacidad
fermentativa, como Zygoascus hellenicus y otras del género Pichia, asi como especies con
capacidad para alterar los mostos y los vinos, como Zygosaccharomyces bailli. Ademas, en

estos granos también es mas probable también la deteccion de S. cerevisiae.

En los estudios llevados a cabo por numerosos investigadores, en los que el muestreo
de las uvas no establecid diferencias entre uvas sanas y uvas con su cuticula danada (lo que es
similar a una vendimia real), las levaduras apiculadas del género Kloeckera (especialmente K.
apiculata) y Hanseniaspora (H. uvarum) pueden llegar a constituir desde el 50 al 99% de las
levaduras aisladas en las bayas. También se pueden encontrar, aunque en menor proporcion,
especies de Candida, Cryptococcus, Rhodotorula, Pichia, Kluyveromyces, Hansenula,
Brettanomyces, etc. La especie S. cerevisiae rara vez es aislada en uvas (Fleet y Heard, 1993;
van der Westhuizen et al., 2000 a y b; Ribéreau-Gayon et al., 2003; Vaughan-Martini y
Martini, 1995) utilizando las técnicas habituales de muestreo para levaduras. Ello es debido a
la baja poblacion de S. cerevisiae en la superficie de las bayas, que en ocasiones estd presente
en porcentajes inferiores al 0,1% del total de levaduras, por lo que no suele detectarse ni en
todas las vides ni en todos los granos de uva (Torok et al., 1996; van der Westhuizen et al.,
2000; Mercado et al., 2007). Sin embargo, al disminuir el grado de integridad de la uva y
aumentar la disponibilidad de azlcares, es detectada en mayor proporcion. Asi, Schuller et al.
(2005) identificaron esta especie en las uvas de un vifiedo de la region de Vinho Verde en

cantidad suficiente como para llevar a cabo la fermentacion alcoholica.

En algunos estudios recientes, entre ellos, el llevado a cabo por Guzzon et al. (2014),

se ha comprobado la importancia que tiene la micobiota de la superficie de las bayas en la

10
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obtencion de una uva de calidad. Este grupo ha observado que algunos géneros de levaduras
presentes en la uva protegen a la misma de la proliferacion del hongo Botrytis cinerea,
causante de podredumbre en los granos. Asi, levaduras de los géneros Hanseniaspora,

Metschnikowia e Issatchenkia podrian actuar como agentes de biocontrol frente a ese hongo.

1.3.2. Levaduras en la bodega

Las levaduras que permanecen en el equipamiento y las instalaciones de las bodegas
pueden pasar al mosto o al vino mediante el contacto con la maquinaria del procesado de la
vendimia, o con los equipos utilizados durante la fermentacion o el almacenamiento del vino

terminado.

Asi, en la bodega se pueden detectar levaduras que se encuentran fijadas sobre suelos,
paredes, depdsitos, conducciones y maquinaria de procesado, como tolvas, prensas, bombas,
etc. Estos microorganismos procederian del contacto de estos equipos y superficies con las
uvas y los mostos en fermentacion de vendimias anteriores, siendo su micobiota diferente, en
principio, a la de las uvas. Algunos autores apuntan a que estas poblaciones estin formadas
mayoritariamente por S. cerevisiae (Fleet y Heard, 1993; Constanti et al., 1997; Pretorius,
1999; Pretorius, 2000, Martini, 2003). Sin embargo, otros estudios han demostrado también la
presencia de levaduras no-Saccharomyces en las superficies de la bodega, como especies de
los géneros Pichia, Hansenula, Brettanomyces o Candida (Martini 1993; Vaughan-Martini y
Martini, 1995). En este sentido, Sabaté et al. (2002) comprobaron que el 76.7% de las
colonias aisladas de la pared interior de los depdsitos de fermentacion de una bodega dos dias
antes de la entrada de la vendimia correspondia a la especie Candida sorbosa (forma
anamorfa de Issatchenkia occidentalis), que fue aislada junto a otras especies, como
Rhodotorula sp y Candida zeylanoides, y que Gnicamente el 10% de los aislados pertenecian
a la especie S. cerevisiae. Mas recientemente, Santamaria et al. (2008), mostraron de nuevo
que el grupo no-Saccharomyces constituye, en ocasiones, la mayoria de las colonias en ciertas
zonas de las bodegas. De igual forma, Garijo (2010) comprobd que el 63% de las colonias
aisladas de las instalaciones de una bodega de la D.O.Ca. Rioja fuera de la época de la

vinificacion pertenecian al grupo no-Saccharomyces.
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Las especies que se pueden encontrar en las superficies de las instalaciones de las
bodegas y en su maquinaria seran, entre otras, las que hayan estado presentes en las uvas y en
las fermentaciones alcoholicas realizadas anteriormente en esas bodegas, y que sean capaces
de permanecer en ambientes aerobios o en restos de vino o mosto y que no se hayan
eliminado completamente de las instalaciones. Asi, Renouf et al. (2007a) comprobaron la
presencia en la superficie de barricas y depdsitos de géneros de levaduras que anteriormente
habian detectado en las uvas, como Cryptococcus y Burkholderia, 1o que confirmaba el paso
de estos microorganismos desde las uvas a las instalaciones de la bodega. A pesar de que esas
levaduras no se desarrollaron en el mosto o en el vino, fueron capaces de sobrevivir en dichos
medios y establecerse en el ecosistema de la bodega. En el caso de S. cerevisiae, estudiada en
mayor profundidad en el equipamiento de la bodega, se ha comprobado la presencia de clones
en esas superficies que habian participado en la fermentacion del afio anterior en la misma
instalacion (Sabaté et al., 2002). Por ello, el grado de limpieza y la naturaleza de las
superficies de las instalaciones de las bodegas son fundamentales a la hora de determinar el
tamafio y la diversidad de estas poblaciones residentes en el ecosistema de la bodega. Asi,
superficies irregulares o materiales no pulidos albergarian un mayor niimero de levaduras
(Pretorius, 2000). Esta maquinaria y equipos, al entrar en contacto con nuevas vendimias,
permitirian el paso de las levaduras a los mostos, lo que supone otra fuente de aporte de

levaduras ademas de las que aporta la propia uva (Guillamoén, 1996; Jolly et al., 2003b).

A diferencia de lo que ocurre con las uvas, no existe mucha bibliografia acerca de las
poblaciones de las levaduras no-Saccharomyces en las instalaciones de las bodegas, por lo
que serd interesante profundizar en su conocimiento, una vez que se ha comprobado que no

estan formadas unicamente ni de forma mayoritaria por la especie S. cerevisiae.

1.4. Dinamica de las poblaciones de levaduras en la
vinificacion

A partir del momento en que las uvas entran en la bodega se puede apreciar una
evolucion en la presencia de las distintas especies de levaduras. Durante las primeras horas de

elaboracion tras el encubado de la vendimia, se produce en el mosto una multiplicacion de los

mismos géneros de levadura que contienen las uvas. Segun algunos autores, las principales
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levaduras no-Saccharomyces que se desarrollan al inicio de las fermentaciones espontaneas
son apiculadas e incluyen las especies Kloeckera apiculata/Hanseniaspora uvarum,
Kloeckera apis/Hanseniaspora guilliermondii, Kloeckera africana/Hanseniaspora vineae,
Kloeckera corticis/Hanseniaspora osmophila 'y Kloeckera javanica/Hanseniaspora
occidentalis (Jolly et al., 2006). Pero también, en las primeras fases de las fermentaciones
espontaneas, aparece el género Candida de forma predominante, sobre todo, la especie C.
stellata, y otros géneros como Metschnikowia, Pichia, Zygoascus, Issatchenkia, Torulaspora
(Albertin et al., 2014) 'y, ocasionalmente, Brettanomyces, Kluyveromyces,

Schizosaccharomyces, Rhodotorula 'y Zygosaccharomyces (Clemente-Jiménez et al., 2004).

Hay que tener en cuenta que no todas las levaduras presentes en las uvas son capaces
de aclimatarse a las condiciones del mosto, que son muy diferentes a las de la superficie de las
uvas (bajo pH, poca disponibilidad de oxigeno, alta presion osmotica y presencia de anhidrido
sulfuroso), por lo que algunos géneros identificados en las uvas no son facilmente detectados
en la fermentacion. Aun asi, en el mosto suele detectarse una mayor diversidad que en las
uvas, lo que podria explicarse por el aporte de levaduras presentes en el material de la bodega

al entrar éste en contacto con la vendimia (Jolly et al., 2003b).

Tradicionalmente se ha creido que el crecimiento de las levaduras no-Saccharomyces,
principalmente de los géneros Hanseniaspora/Kloeckera y Candida, se limitaba a los dos o
tres primeros dias de fermentacion, hasta alcanzar el 3% 6 4% de etanol, y que, transcurrido
este tiempo, morian. Simultdneamente, las levaduras mas alcohdgenas de la especie S.
cerevisiae 1iban aumentando su poblacion, coexistiendo inicialmente con las no-
Saccharomyces, hasta convertirse en dominantes. S. cerevisiae conduciria el proceso hasta el
final, siendo la responsable ultima de la fermentacion alcoholica debido a su alta tolerancia al
etanol y su resistencia a temperaturas elevadas. La desaparicion de las especies no-
Saccharomyces se deberia a su gran sensibilidad, en general, al etanol y a su escasa
competitividad en medios con alta concentracion en azucares (Torija et al., 2001). También
influiria en esta desaparicion la presencia de algunos factores selectivos como anaerobiosis,
interaccion entre las diversas especies y cepas de levaduras, composicion en nutrientes del
mosto y las condiciones del proceso, principalmente la adicion de anhidrido sulfuroso y la
temperatura de fermentacion (Fleet y Heard, 1993; Nissen et al., 2003; Pérez Nevado et al.,
2006). De hecho, cuando en el mosto-vino la densidad es inferior a 1070-1060 mg/cm’, en la

mayor parte de las vinificaciones so6lo se aislan levaduras de la especie S. cerevisiae que
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llegan a alcanzar durante ese proceso de fermentacion alcoholica poblaciones de 10°-10°

UFC/ml (Fleet y Heard, 1993).

En la actualidad, gracias principalmente a la utilizacion de nuevas técnicas de
deteccion de microorganismos en enologia (Andorra et al., 2011; Ivey y Phister, 2011), se
puede afirmar que la ecologia del proceso de fermentacion es mucho mas compleja de lo
indicado anteriormente y que las levaduras no-Saccharomyces contribuyen de forma relevante
a las caracteristicas y a la complejidad aromatica del producto final. En las primeras fases de
la fermentacion estas levaduras con bajo poder fermentativo pueden alcanzar poblaciones de
10°-10” UFC/ml, comparables a las de S. cerevisiae, por lo que influirdn en las caracteristicas
del vino debido a su actividad metabdlica. Esta influencia se puede ver incrementada en
fermentaciones alcohdlicas llevadas a cabo a baja temperatura, ya que en este caso disminuye
la sensibilidad al etanol de las levaduras no-Saccharomyces y pueden encontrarse en

poblaciones similares a las de S. cerevisiae al final de la fermentacion (Fleet, 2003).

Algunos autores han mostrado también la importancia que tiene la concentracion de
oxigeno en la supervivencia de Torulaspora delbrueckii y Kluyveromyces thermotolerans
durante la fermentacion alcoholica (Hansen et al.,, 2001), asi como el efecto de las
interacciones célula-célula y de la acumulacion de compuestos toxicos en la prevalencia de las
levaduras no-Saccharomyces en esta fermentacion (Nissen et al., 2003; Pérez-Nevado et al.,
2006). Otros autores, como Pina et al. (2004) han comprobado que algunas levaduras como H.
guilliermondii pueden presentar una resistencia al etanol similar a la de S. cerevisiae, lo que
daria lugar a una presencia mas prolongada en la fermentacion alcoholica, con una mayor
influencia en las caracteristicas del vino elaborado. De igual forma, algunos autores han
comprobado la permanencia de especies como H. wuvarum, Hanseniaspora opuntiae e
Issatchenkia. terricola en fases avanzadas de la fermentacion, después de que S. cerevisiae se

impusiera como mayoritaria (Wang y Liu, 2013).

La presencia de las especies no-Saccharomyces durante la elaboracion tiene
importantes consecuencias en la calidad final del producto debido a que estas levaduras
producen metabolitos secundarios que modifican la composicion quimica y sensorial del vino
(Mas et al., 2004), especialmente su perfil gustativo y olfativo. Hasta hace unos afios el
aspecto que mas se tenia en cuenta acerca de las levaduras no-Saccharomyces era la

contribucién negativa de algunas especies al aroma y al sabor de los vinos, como la

14



Introduccion

produccion de grandes cantidades de acidez volatil por parte de Kloeckera apiculata (Jolly et
al., 2003b). Algunos estudios antiguos consideraban a las levaduras no-Saccharomyces como
levaduras alterantes porque a menudo se aislaban en vinos con fermentaciones paradas o

vinos con caracteristicas analiticas o sensoriales andémalas.

Para minimizar estos efectos negativos de las levaduras no-Saccharomyces que
espontaneamente se desarrollaban en los mostos, en la década de 1980 se sistematizo la
seleccion y posterior inoculacion de los depositos de vinificacion con cepas de S. cerevisiae
para conducir y controlar las fermentaciones. Estas inoculaciones, junto con la adicién de
anhidrido sulfuroso, eran las herramientas utilizadas en las bodegas para eliminar o controlar
la poblacion de otras levaduras diferentes a la inoculada, tanto del género Saccharomyces
como no-Saccharomyces. En la actualidad, el uso de -cultivos seleccionados de
Saccharomyces es una practica extendida en todas las zonas vitivinicolas del mundo,
principalmente en las mas nuevas, lo que ha contribuido a un mejor control de la vinificacion,
pero también a una simplificacion de las comunidades microbianas que participan en las
fermentaciones, lo que puede propiciar la pérdida de complejidad y cierta estandarizacion de

los vinos elaborados.

Sin embargo, diversos estudios han demostrado la participacion de cepas no-
Saccharomyces tanto en fermentaciones espontaneas, como inoculadas (Combina et al., 2005;
Zott et al., 2008). Se ha comprobado que, en algunos casos, la inoculacion con Levaduras
Secas Activas no suprime totalmente a las levaduras no-Saccharomyces, especialmente a las
especies K. apiculata y C. stellata, que pueden estar presentes en varias fases de la
fermentacion (Mannazzu et al., 2007). La imposicién de la cepa inoculada sobre la flora
autoctona no ocurre siempre, ya que su implantacion depende de las condiciones de la
vinificacion, de la cantidad y viabilidad del inoculo y su forma de uso, de las caracteristicas
fisiologicas y metabolicas de la levadura inoculada, y de la tecnologia empleada en la
vinificacion (temperatura, nivel de anhidrido sulfuroso, etc.) (Ciani et al., 2010). La presencia
de cepas indigenas de no-Saccharomyces durante la fermentacion alcohdlica la han
corroborado estudios que utilizan métodos moleculares cultivo independientes (Xufre et al.,
2006; Nisiotou et al., 2007), por lo que la importancia de las levaduras no-Saccharomyces
sobre la fermentacion no puede ser ignorada. Estos trabajos demuestran una vez mas que la

fermentacion vinica es un proceso ecoldégicamente muy complejo donde no soélo se produce
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un desarrollo sucesivo de no-Saccharomyces y Saccharomyces, sino de diferentes cepas

dentro de cada especie.

1.5. Contribucion de las levaduras no-Saccharomyces a la

calidad de los vinos

Multitud de estudios han comprobado la importante presencia y contribucion de este
grupo de levaduras en las fermentaciones alcoholicas y, como consecuencia, algunas especies
han sido estudiadas en profundidad para aprovechar sus caracteristicas metabolicas en forma

de indculos y asi complementar la actividad de S. cerevisiae.

Se ha comprobado como algunas especies no-Saccharomyces, en comparacion con S.
cerevisiae, producen y secretan gran cantidad de enzimas: carbohidrolasas (celulasas,
hemicelulasas, amilasas, pectinasas), glicosidasas (B-D apiosidasa, a-L-arabinofuranosidasa,
a-L-rhamnosidasa, B-D-glucosidasas, p-D-xilosidasa), proteasas, lipasas, descarboxilasas,
sulfito reductasas, B-glucanasas 0 esterasas (Esteve-Zarzoso et al., 1998). Estos enzimas se
liberan al espacio periplasmico y al medio fermentativo, donde pueden interaccionar con
compuestos de la uva para mejorar la clarificacion, filtracion y estabilidad de los vinos,
estabilizar el color, o producir compuestos aromaticos activos, contribuyendo de esta manera
al aroma varietal o fermentativo del vino resultante (Lambrechts y Pretorius, 2000; Strauss et

al., 2001; Hernandez-Orte et al., 2008).

La actividad B-glucosidasa, por ejemplo, permite intensificar los aromas primarios de
los vinos mediante la hidroélisis de precursores aromaticos de origen terpénico y, con ello, la
liberacion de terpenos durante la fermentacion, puesto que, a diferencia de la glucosidasa
procedente de las uvas, el enzima producido por las levaduras no es inhibido por la glucosa
del mosto. Esta actividad B-glucosidasa ha sido encontrada en varias especies como Pichia
anomala (Spagna et al., 2002; Mendes-Ferreira et al., 2001), K. apiculata, Metschnikowia
pulcherrima, Debaryomyces hansenii y Candida molischiana (Fernandez-Gonzalez et al.,

2003).

Del mismo modo, algunas de estas levaduras pueden incrementar la concentracion de

tioles volatiles, compuestos que proporcionan aromas afrutados agradables y que se
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encuentran en algunas variedades de uva en forma no volatil unidos a la cisteina. Las
levaduras producen durante la fermentacion cisteina-liasa que libera los tioles incrementando
el aroma varietal. Zott et al. (2011) demostraron que algunas cepas dentro de las especies M.

pulcherrima, T. delbrueckii y K. thermotolerans eran capaces de liberar estos compuestos.

Ademas de la contribucion a los aromas de los vinos, las levaduras también pueden
degradar los polisacaridos de la uva gracias a otras actividades enzimaticas, mejorando los
procesos de extraccion, clarificacion y filtracion de los vinos. Investigaciones sobre la
produccion por parte de levaduras no-Saccharomyces de poligalacturonasa y B-D-xilosidasa
mostraron que estas actividades estan muy extendidas en estos microorganismos (Manzanares
et al., 1999). También se han estudiado las actividades proteolitica y pectinolitica,
favorecedoras del proceso de clarificacion, en cepas de K. apiculata y especies de Candida,

Cryptococcus 'y Kluyveromyces (Esteve-Zarzoso et al., 1998).

Algunos de los géneros estudiados han demostrado que poseen varias de estas
propiedades deseables para una elaboracion de calidad. Asi se ha observado que los géneros
Hanseniaspora y Torulaspora son buenos productores de enzimas como B-glucosidasa,

pectinasas, proteasas y xilanasas (Maturano et al., 2012).

También se ha estudiado en estas levaduras otras propiedades de interés enologico.
Algunas especies no-Saccharomyces podrian resultar de interés en base a su capacidad para
producir metabolitos favorables que contribuyen a mejorar el bouquet final del vino (Viana et
al., 2008), como algunas levaduras apiculadas, que aumentan la produccion de ésteres sin
aumentar la acumulacion de productos azufrados (Moreira et al., 2008). En este sentido, la
especie Candida stellata es una gran productora de glicerol, que aporta un matiz aterciopelado

a los vinos.

Asi mismo, se ha estudiado ampliamente la capacidad de las levaduras de la especie
Schizosaccharomyces pombe para degradar casi totalmente el 4cido malico de las uvas y
producir etanol, mediante la denominada fermentacion maloalcoholica, capacidad que
también posee la levadura Issatchenkia orientalis, aumentando el pH del vino final (Comitini

etal., 2011).

Pero quizas, la levadura no-Saccharomyces mas estudiada en los ultimos afnos por su

interés enoldgico ha sido 7. delbrueckii, antes conocida como Saccharomyces rosei, debido a
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su posible uso en la fermentacion de mostos con elevada concentraciéon de azicar, pues
produce durante la vinificacion menores niveles de acidez volatil y otros compuestos volatiles
indeseables que S. cerevisiae. T. delbrueckii fermenta lentamente (Bely et al., 2008), produce
niveles medios de etanol, aunque sobrevive a concentraciones elevadas (14%), y es capaz de
potenciar el aroma del vino mediante la hidrélisis de precursores presentes en el mosto
(Hernandez-Orte et al., 2008). Ciani y Maccarelli (1998) indicaron que la fermentacion
alcohodlica conducida por 7. delbrueckii se caracteriza por una correlacion positiva entre la

produccion de acido succinico y etanol.

A pesar de todas estas caracteristicas beneficiosas para elaborar un vino de calidad, las
fermentaciones conducidas unicamente con levaduras no-Saccharomyces han dado lugar a
vinos que contienen numerosos metabolitos negativos, como acido acético, acetaldehido,
acetoina y acetato de etilo, lo que las incapacita como cultivos iniciadores unicos. Ademas, la
mayoria de estas levaduras tienen baja capacidad fermentadora, baja produccion de alcohol y
baja resistencia al anhidrido sulfuroso, por lo que el uso de levaduras no-Saccharomyces

como indculos Unicos, en general, es inviable.

Sin embargo, en fermentaciones mixtas con S. cerevisiae se han observado resultados
satisfactorios y en los ultimos afios se han llevado a cabo numerosos estudios con distintas
especies no-Saccharomyces para su posible uso en forma de indéculos mixtos con S.

cerevisiae.

1.6. Utilizacion de indculos mixtos Saccharomyces/no-
Saccharomyces

A diferencia de los ensayos de vinificacion inoculados inicamente con especies no-
Saccharomyces, en fermentaciones mixtas con S. cerevisiae, parece que algunas

caracteristicas enoldgicas negativas de las no-Saccharomyces podrian no expresarse o ser

modificadas por la presencia de otras levaduras.

Asi, en diversos estudios sobre el posible uso de estas levaduras en indculos mixtos

(Jolly et al., 2003a y c) se ha comprobado como los vinos inoculados con dos especies (una
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del grupo no-Saccharomyces junto a S. cerevisiae) se valoran como de mejor calidad que los

inoculados sbélo con S. cerevisiae.

El empleo de indculos mixtos no-Saccharomyces/Saccharomyces se ha propuesto
como un método para simular la fermentacioén natural del mosto, pero en condiciones mas
controladas, y también para conferir mayor complejidad al vino (Milanovic et al., 2012). Es
una tecnologia estudiada desde hace tiempo, pero recientemente se han desarrollado
numerosos trabajos de investigacion en esta linea, pues muchos autores han llegado a la
conclusion de que las levaduras no-Saccharomyces pueden dar lugar a vinos con aromas mas
complejos y de mayor calidad sin producir compuestos negativos (Soden et al., 2000; Bely et
al., 2008; Viana et al., 2008, Ciani et al., 2010). Por ello, varios equipos de investigacion han
estudiado fermentaciones conducidas por varias levaduras no-Saccharomyces (H. uvarum, T.
delbrueckii, K. thermotolerans, Pichia kluyveri) junto con S. cerevisiae, bajo diferentes
condiciones de vinificacion (Anfang et al., 2009; Andorra et al., 2010; Izquierdo et al., 2011;
Azzolini et al., 2012), lo que ha favorecido la seleccion de nuevos cultivos no-Saccharomyces

capaces de conducir la fermentacion alcohdlica junto con S. cerevisiae.

Las levaduras apiculadas del género Kloeckera se desarrollan en gran proporcion al
inicio de las fermentaciones espontdneas. Por ello, han sido ampliamente estudiadas para ser
usadas en coinoculos. Moreira et al. (2008) plantearon que el crecimiento de levaduras
apiculadas durante los primeros dias de fermentacion favorece el aroma del vino al aumentar
la produccién de ésteres y disminuir la de alcoholes superiores, y principalmente por no
favorecer la formacion de compuestos azufrados volatiles. Estos mismos autores propusieron
la seleccion de cepas dentro de la especie H. uvarum para su uso en cultivos mixtos (Moreira

etal., 2011), puesto que el vino obtenido es mas complejo organolépticamente.

Por otra parte, C. stellata es una levadura altamente productora de glicerol, de acido
succinico y de acetato de etilo, aunque no de etanol ni de 4cido acético. Algunos ensayos
llevados a cabo en bodega comercial indicaron que en cultivos mixtos con S. cerevisiae,
mejoraba el aroma de los vinos (Soden et al., 2000). El uso combinado de S. cerevisiae con
alguna cepa de C. stellata, reclasificada como Starmerella bombicola (Spiczki et al., 2005) y
también de Candida zemplinina y Candida cantarelli, se han utilizado para incrementar el
contenido en glicerol (Comitini et al., 2011) y en alcoholes superiores (Andorra et al., 2010).

C. stellata y C. zemplinina, debido a su caracter fructolitico, podrian ser utiles para equilibrar
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el caracter glucolitico de Saccharomyces y resolver problemas asociados a fermentaciones

lentas o paradas fermentativas (Magyar y Toth, 2011).

Varios autores (Bely et al., 2008; Renault et al., 2009), han evaluado también el
impacto de cultivos mixtos o secuenciales entre 7. delbrueckii y S. cerevisiae en
fermentaciones de mostos con alta concentracion de azicar para reducir el contenido en acido
acético. Algunas cepas de T. delbrueckii se encuentran disponibles en el mercado para su uso
en fermentaciones secuenciales o cultivos mixtos con el fin de reducir la acidez volatil y

aumentar el perfil aromatico (Lallemand, 2010).

En estudios realizados sobre la asociacion entre M. pulcherrima y S. cerevisiae,
Comitini et al. (2011) encontraron una disminucién significativa de la acidez volatil. Sin
embargo, Jolly et al. (2003¢) no detectaron cambios relevantes en relacion con el cultivo puro
de S. cerevisiae. Garcia et al. (2002), por su parte, propusieron el uso de un cultivo mixto
formado por Debaryomyces vanrijii 'y S. cerevisiae para incrementar el contenido en

compuestos volatiles, particularmente el geraniol, en vinos de moscatel.

La cofermentacion entre S. cerevisiae y P. kluyveri se ha propuesto para incrementar
las concentraciones en tioles varietales en Saugvignon Blanc (Anfang et al., 2009), y Pichia
fermentans también ha sido propuesta para fermentaciones multistarter por su positiva

influencia en la composicion de compuestos volatiles (Clemente-Jiménez et al., 2005).

Uno de los usos de cultivos mixtos mas investigados en enologia es la desacidificacion
biologica mediante la utilizacion de la especie S. pombe seguida de S. cerevisiae. Ademas de
S. pombe, alguna cepa de . orientalis degrada el acido malico rapidamente (Seo et al., 2007)
y también se ha propuesto para reducir su contenido en los vinos en cultivo mixto con S.

cerevisiae (Kim et al., 2008).

Para conseguir el efecto contrario, es decir, la acidificacion bioldgica del vino, se ha
propuesto el uso de Lachancea thermotolerans (K. thermotolerans), levadura altamente
productora de acidez fija en forma de 4cido L(+) lactico, en cultivo mixto con S. cerevisiae,
consiguiendo un 70% de incremento en la acidez total y una reduccion de 0,3 unidades de pH

(Gobi et al., 2013; Kapsopoulo et al., 2005, 2007).
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Por otra parte, Palomero et al. (2009) estudiaron diversas especies no-Saccharomyces
para ser utilizadas en etapas diferentes a la fermentacion dentro del proceso de vinificacion,
concretamente en la crianza sobre lias de vinos tintos. También en esta linea, Lombardo y
Guarrera (2012) analizaron el efecto de coindculos formados por D. hansenii y
Saccharomyces bayanus en la segunda fermentacion de la elaboracion de vinos espumosos

por el método Champenoise.

Otra de las lineas de investigacion mas prometedoras es la seguida por Gonzalez et al.
(2013), que sugieren el empleo de levaduras no-Saccharomyces junto con S. cerevisiae para
elaborar vinos con menor grado alcoholico, de gran interés en la situacién actual de

calentamiento global y cambio climatico.

También se han estudiado inoculos formados por varias especies no-Saccharomyces
para simular condiciones distintas de vinificacion (fermentacion natural, maceracion
prefermentativa), y se ha comprobado que pueden influir en el desarrollo de la fermentacion y
en la composicion del vino (Zott et al., 2011). Asi, Herraiz et al. (1990) analizaron la
influencia en cultivo puro, mixto y secuencial de K. apiculata, T. delbrueckii y S. cerevisiae
en la composicion aromadtica de los vinos y Ciani et al (2006) optimizaron el cultivo formado

por 7. delbrueckii, K. thermotolerans y S. cerevisiae.

Todo lo expuesto indica que las levaduras enoldgicas no-Saccharomyces tienen
caracteristicas especificas, que no estan presentes en S. cerevisiae y que pueden mejorar la
calidad de los vinos analitica y sensorialmente mediante la utilizacion de cultivos mixtos con
S. cerevisiae. Estas especies no-Saccharomyces tienen un potencial uso en beneficio de la
calidad de los vinos, siempre y cuando se conozca en profundidad su metabolismo y su

comportamiento en inoculaciones mixtas.

El primer paso para poder hacer uso de estas caracteristicas beneficiosas de las
levaduras no-Saccharomyces utilizadas en forma de Levaduras Secas Activas es el
conocimiento de las especies y, dentro de ellas, de la diversidad de cepas presentes en
nuestros ecosistemas, ya que cada una presenta diferentes comportamientos enologicos
(Romano et al., 2003b; Comitini et al., 2011). Asi, Renault et al. (2009) encontraron en 21
cultivos puros de 7. delbrueckii al menos 19 clones distintos con una gran variabilidad de

comportamiento fermentativo.
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1.7. Levaduras alterantes de la calidad de los vinos

Tradicionalmente, las especies de levaduras no-Saccharomyces se han asociado a la
produccion de acidez volatil, malos gustos y defectos en el vino. Los principales
microorganismos causantes de los defectos incluyen especies de los géneros Brettanomyces,
Candida, Hanseniaspora, Pichia y Zygosaccharomyces (Du Toit y Pretorius, 2000), y
también Kluyveromyces, Schizosaccharomyces, Torulaspora y Saccharomycodes (Romano et
al., 2003a). Estas levaduras pueden encontrarse tanto en la fermentaciéon como durante el
envejecimiento y conservacion del vino y pueden afectar negativamente a la calidad del

mismo.

La definicién de levadura alterante no es facil en la industria alimentaria. Boekhout et
al. (2002) indicaban que aquellas levaduras capaces de sobrevivir en los alimentos, pero que
son incapaces de crecer y, por ello, no afectan a las caracteristicas sensoriales, se consideran
levaduras adventicias o inocentes, y solo las responsables de cambios indeseables deben
llamarse levaduras alterantes. Para los tecnologos de alimentos el término de levadura
alterante se aplica s6lo cuando la levadura es capaz de alterar un alimento que ha sido
procesado de acuerdo con las normas de Buenas Practicas de Procesado. En el caso de las
bebidas alcoholicas fermentadas como el vino, este concepto es todavia mas complejo, porque
cualquier levadura capaz de cambiar las caracteristicas sensoriales del vino puede ser
considerada como levadura alterante (Loureiro y Malfeito-Ferreira, 2003). En la industria
enologica, donde la fermentacion alcohdlica transcurre con la presencia de muchas especies
distintas de levaduras que producen un elevado nimero de compuestos, es dificil dibujar una
linea que separe la actividad beneficiosa de la actividad alterante. Por este motivo, las
levaduras alterantes raramente se buscan durante la fermentacion, pero si durante el
almacenamiento o envejecimiento (Wedral et al., 2010) y también durante el embotellado

(Baleiras-Couto et al., 2011).

En la actualidad, las alteraciones del vino han tomado mayor relevancia debido a las
nuevas tecnologias de procesado y a la tendencia a reducir el uso de conservantes,
principalmente de anhidrido sulfuroso. El entorno de la produccion de vino puede dividirse en
dos partes fundamentales, el vifiedo y la bodega. Un profundo conocimiento de estos dos
ecosistemas es esencial para establecer el origen de las levaduras de alteracion, asi como lo ha

sido para conocer las que pueden contribuir a mejorar la calidad del producto final.
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La uva es la primera fuente de entrada de levaduras alterantes en la bodega. Se han
encontrado en cantidades elevadas levaduras de los géneros Brettanomyces 'y
Zygosaccharomyces en uvas con cierto grado de podredumbre (Loureiro y Malfeito-Ferreira,
2003). Dentro de la bodega, estas levaduras alterantes proceden de las materias primas
auxiliares, los insectos, las superficies y equipos que las albergan, y también del aire, que las
moviliza. Su proliferacion en los mostos y vinos, asi como su crecimiento en superficies y
materiales, dependera de la higiene de la bodega y también de las caracteristicas de cada vino,
que determinard la evolucion de los microorganismos en el mismo. Kunkee y Bisson (1993)
agruparon las levaduras alterantes del vino en cuatro tipos: S. cerevisiae (capaz de fermentar
vinos dulces embotellados), Hansenula spp., Kloeckera spp., Pichia spp., Metschnikowia spp.
y Debaryomyces spp. (levaduras formadoras de velo), Z. bailii (levadura refermentadora) y
Brettanomyces bruxellensis (levadura productora de etilfenoles). Los efectos mas comunes de
alteracion son la produccion de gases y la formacion de velos, enturbiamientos y precipitados
durante la conservacion de los vinos, y la produccion de compuestos que pueden generar

malos gustos y olores en cualquier etapa de la vinificacion.

Mas recientemente, Loureiro y Malfeito-Ferreira (2003) clasificaron las levaduras
habitualmente presentes en el ecosistema de las bodegas y potencialmente contaminantes del
vino en tres tipos: levaduras aerobias que son contaminantes comunes y que no tienen
capacidad para desarrollarse y alterar el vino (Rhodotorula spp., Cryptococcus spp., D.
hansenii y A. pullulans); levaduras de metabolismo aerobio o débilmente fermentativo que
crecen abundantemente en el vino, y que son conocidas por formar velos en depodsitos sin
llenar completamente y en vinos poco sulfitados (Pichia membranaefaciens, Pichia anomala
y Candida spp.), y que, debido a su metabolismo oxidativo, colonizan rapidamente superficies
contaminadas con residuos de vino, y por lo tanto son indicadoras del nivel de higiene de la
bodega; y levaduras que son consideradas como las mas peligrosas para los vinos como
Dekkera/Brettanomyces spp., Z. bailii y Saccharomycodes ludwigii. Algunos estudios han
demostrado que estas ltimas son contaminantes de los equipos de las bodegas (Renouf et al.,
2007a) y de los vinos embotellados, tanto jovenes como envejecidos en barrica (Renouf et al.,

2007b).

Las levaduras del género Zygosaccharomyces se asocian normalmente con la
alteracion de alimentos y bebidas acidas y con alto contenido en azucares fermentables. No

son contaminantes habituales de las bodegas productoras de vinos secos, aunque son temidas
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en las empresas productoras de mostos concentrados y en las que elaboran vinos dulces. Su
peligrosidad, sobre todo de la especie Z. bailii, se debe a su cardcter osmofilo, a su elevada
resistencia al anhidrido sulfuroso y al acido sérbico, y a su capacidad refermentadora
(Kurtzman et al., 2011). Barata et al. (2008) observaron que la presencia de levaduras de esta
especie estd asociada a uvas con podredumbre dcida y que sobreviven a la fermentacion con

S. cerevisiae, debido a su elevada tolerancia al etanol.

S. ludwigii es una levadura apiculada que raramente se encuentra en los mostos, pero
que aparece en los productos sulfitados debido a su gran resistencia al anhidrido sulfuroso. Es
capaz de generar cantidades elevadas de etanol, de forma similar a S. cerevisiae, sin producir
mucho acido acético, pero también genera grandes cantidades de compuestos (principalmente
acetoina, acetato de etilo y acetaldehido) que afectan negativamente a la calidad final del vino
(Ciani y Maccarelli, 1998). Estas levaduras son resistentes al quitosano, a la irradiacion y al

dimetildicarbonato, por lo que es muy dificil erradicarlas de las bodegas (Kurtzman et al.,

2011).

Pero las levaduras mas temidas en el sector enoldgico pertenecen a la especie Dekkera
bruxellensis o su forma anamorfa B. bruxellensis. Estas levaduras son responsables de
importantes pérdidas econdmicas en la industria del vino debido a su capacidad para
deteriorarlo al producir etilfenoles (Loureiro y Malfeito-Ferreira, 2006). Durante la ultima
década estas levaduras han sido objeto de numerosos estudios para tratar de entender su
metabolismo alterante y establecer medidas de control (Suarez et al., 2007). La presencia de
Brettanomyces en vinos constituye una problemdtica que ha adquirido gran importancia a
nivel internacional, ya que todas las zonas vitivinicolas se han visto afectadas en mayor o
menor medida. Segiin Gerland (2006), en Borgofia el 50% de los vinos de crianza y el 25% de
los vinos embotellados estaban contaminados y en Australia, en el periodo 1996-2000, el 75%
de los vinos analizados resultaron estar alterados por esta levadura. Aunque no se dispone de
cifras exactas, es de suponer que en la D.O.Ca. Rioja y en Espafia, este problema esté también
muy extendido, debido al elevado porcentaje de vinos tintos producidos con crianza, ya que

este tipo de vinos es el mas susceptible de sufrir deterioro por Brettanomyces.

La especie B. bruxellensis es un microorganismo ubicuo que puede llegar a la bodega,
como otras levaduras no-Saccharomyces, a través de las uvas, el vino, los depdsitos y equipos

de la misma e, incluso, por medio de los insectos (Licker et al., 1999) y el aire. Esta levadura
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se desarrolla sobre los vinos principalmente durante la crianza en barrica, y suele alcanzar su
maxima densidad de poblacion 5 6 7 meses después de la vinificacion (Fugelsang y
Zoecklein, 2003). Son levaduras resistentes al etanol, hasta niveles de 15-16%, en funcion de
la cepa, y son capaces de formar grandes cantidades de acido acético (Vigentini et al., 2008) y
aminas bidgenas (Caruso et al., 2002). Ademads, su desarrollo en el vino conduce a la
aparicion de olores fenolicos y animales que recuerdan al cuero, sudor, caucho, farmacia o
establo, defecto conocido como “caracter Brett” (Chatonnet et al., 1993; Rodrigues et al.,
2001). Cuando la poblacién de B. bruxellensis en el vino supera el nivel de 10%-10° UFC/ml
hay un alto riesgo de acumulacion excesiva de fenoles volatiles, lo que daria lugar a la

deteccidn de estos olores fendlicos.

Se ha descrito la presencia de levaduras del género Brettanomyces y, particularmente
la especie B. bruxellensis, en la uva, al inicio de la fermentacion alcohdlica y, sobre todo, en
el periodo de conservacion de los vinos, fundamentalmente durante el periodo de
envejecimiento de los vinos tintos en barricas de roble. Estas levaduras pueden contaminar las
barricas de madera, los depositos de hormigon, etc., lo que requiere atentos tratamientos de
limpieza o la renovacion completa de los recipientes. También pueden desarrollarse en
botella, dando lugar a defectos que se aprecian en el vino cuando se consume. Su presencia no
es facilmente detectable y la mejor manera de evitar la contaminacion es la prevencion. Los
altos valores de pH y los bajos niveles de anhidrido sulfuroso son los motivos principales que

permiten el desarrollo de Brettanomyces en el vino (Trioli, 2009).

En general, parece necesario realizar estudios mas profundos del ecosistema del
vifiedo y de la bodega para establecer el origen de las levaduras de alteracion, sus rutas de

diseminacion, los puntos criticos de la infeccion y su control.

1.8. Diseminacion de las levaduras enoldgicas en la bodega

Como ya se ha expuesto, el origen de los microorganismos asociados a la vinificacion
y la via por la cual llegan hasta el mosto es una cuestion debatida desde hace tiempo. En la
actualidad se admite que tienen dos posibles origenes: la uva y el material de la bodega (Fleet
y Heard, 1993; Mortimer y Polsinelli, 1999). Pero, ademés de las uvas y los equipos de

bodega, actualmente existe una tercera via por la que las levaduras pueden llegar al mosto,
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que es la adicion exdgena o inoculacion con Levaduras Secas Activas. Esta practica es comin
en las nuevas regiones productoras de vinos y crece con fuerza en las mas tradicionales. La
introduccion de estas levaduras en algin deposito permite su posterior diseminacioén por el

ecosistema de las bodegas utilizando las mismas rutas que las cepas indigenas (Constanti et

al., 1997; Beltran et al., 2002).

Ademas de las uvas, sobre el equipamiento de la bodega (tolva, estrujadora,
despalilladora, depdsitos, etc.) también existen levaduras que al entrar en contacto con el
mosto, lo contaminan y, si las condiciones lo permiten, comienzan a multiplicarse. Estas

levaduras proceden de vendimias y fermentaciones anteriores llevadas a cabo en la bodega.

Desde hace afios, los bodegueros han venido observando que las primeras
fermentaciones espontaneas que tienen lugar en la bodega cada campafia, suelen ser mas
largas que las que suceden a continuacion (Peynaud, 1989). La razon podria deberse al
aumento de microorganismos que se produce en el primer depdsito, su posterior diseminacion
por la bodega y la llegada en gran cantidad a otros depdsitos, por lo que las fermentaciones
arrancan mas rapidamente y transcurren a mayor velocidad. Granchi et al. (2007) sugirieron
que las cepas de S. cerevisiae que dominan la fermentacion del primer depdsito de cada
vendimia, invaden el ambiente de la bodega y producen una inoculacion natural en las
fermentaciones siguientes. Es conocido que la diseminacion de los microorganismos en la
bodega tiene lugar por la maquinaria e instrumental de la misma, por los trabajadores, por los
insectos y también por el aire (Garijo et al., 2008, 2009). La supervivencia de los
microorganismos en el ecosistema de la bodega y su desarrollo estd directamente relacionado
con las condiciones ambientales (temperatura, humedad, disponibilidad de nutrientes, etc.). El
aire por si mismo no permite el desarrollo de los microorganismos, puesto que estos sufren
condiciones de estrés por calor, humedad, luz y falta de nutrientes. Asi que el aire solo actiia
como un medio de transporte o soporte de microorganismos hasta que estos caen y se
depositan en las superficies de alrededor (Curiel et al., 2000). Segin estos autores los
microorganismos pueden viajar por el aire de tres formas: adheridos a particulas de polvo,

adheridos a gotas de liquido o como particulas individuales.

El analisis del aire es frecuente en algunas industrias alimentarias (Salustiano et al.,
2003), principalmente en las zonas de envasado aséptico de los alimentos, donde la presencia

de microorganismos en el ambiente supone una via de contaminacién y alteracion de los
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mismos. La necesidad de controlar la calidad microbiologica del aire, para asegurar que los
productos alimenticios permanezcan seguros y sanos en todas las etapas de su proceso, esta
bien establecida en fabricas de alimentos. Concentraciones de 100 a 10.000
microorganismos/m’ de aire son bastante normales (Curiel et al., 2000). A pesar de ello, este
tipo de analisis es, hasta el momento, practicamente desconocido en las bodegas y tampoco

son frecuentes los trabajos de investigacion en este campo.

Una de las primeras referencias encontradas sobre los microorganismos presentes en el
aire de las bodegas es la de Beech (1993), en un estudio sobre sidra, donde encontré relacion
entre la exposicion del liquido al aire y la contaminacion con levaduras de la especie B.
bruxellensis. Posteriormente, Connel et al. (2002) encontraron estas levaduras en muestras de
aire procedentes de distintas zonas de una bodega comercial (vinificacion, prensado, barricas
y embotelladora), indicando que esta levadura alterante podia diseminarse por la bodega a
través de corrientes de aire. Estos autores detectaron poblaciones de B. bruxellensis de entre
12 y 400 colonias/m® de aire en la zona de embotellado y prensado respectivamente.
Anteriormente, Donelly (1977) llevé a cabo un estudio para determinar la cantidad y tipos de
microorganismos presentes en el aire de la zona de embotellado de una bodega, llegando a la
conclusion de que las principales fuentes que proporcionaban microorganismos al aire, y por
ello las principales causas de contaminacion durante el embotellado, eran la llenadora, el vino
derramado, el desagiie y el aire exterior. Al limpiar estas superficies o eliminar la entrada de
aire, la concentraciéon de microorganismos en el aire disminuia paralelamente. Segin estos
datos, los microorganismos presentes en el aire parecen ser representativos de aquellos
presentes en el vino o en las superficies de las instalaciones proximas. Este autor identifico en
el aire tanto levaduras como bacterias lacticas y acéticas pertenecientes a los géneros
Acetobacter, Lactobacillus, Bacillus, Saccharomyces, Rhodotorula y Serratia. Garijo et al.
(2008, 2009) demostraron que el aire es una via de diseminacion de levaduras y bacterias
lacticas durante las fermentaciones alcoholica y malolactica en las bodegas, y también que la
manipulacion de vinos cargados de microorganismos supone un incremento notable de estos

en el aire y una via de contaminacion de otros vinos.
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Todo lo expuesto anteriormente muestra que la vinificacion es un proceso
extremadamente complejo desde un punto de vista microbioldgico y, en concreto, en la
participacion de distintas especies de levaduras desde que la uva esta en la vifia hasta el

momento en que se pone un vino embotellado en el mercado.

Solo el conocimiento de las levaduras presentes en los distintos momentos y lugares
permitira avanzar en la seleccion de especies y cepas que mejoren la calidad del vino
obtenido, y, también, valorar los riesgos de alteracion que las especies presentes en nuestros

ecosistemas puedan suponer.
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Objetivos

El objetivo general de este trabajo fue hacer una aproximacion a la ecologia de las
levaduras no-Saccharomyces en el contexto de la D.O.Ca. Rioja. En esta regiéon son
practicamente inexistentes los trabajos realizados acerca de las levaduras no-Saccharomyces
presentes en los ecosistemas de las bodegas y de las uvas y las que participan en las

fermentaciones alcoholicas.

Es interesante conocer las especies que se pueden encontrar tanto en la uva, que es
origen de levaduras para la fermentacion alcohodlica, como en los equipamientos y las
superficies de las bodegas y en el aire de las mismas, pues son otros posibles medios de
transmision de levaduras enolédgicas. Las superficies y el material de la bodega son, como
muchos estudios ya han demostrado, un reservorio de levaduras a lo largo de todo el afo,
mientras no hay apenas actividad en la bodega. El aire, sin ser un reservorio en si, es un medio
de dispersion de levaduras dentro de esas bodegas desde las zonas de mayor actividad
fermentativa, en el caso de levaduras con poder fermentativo, o desde zonas con cualquier
tipo de actividad y en las que pueden desarrollarse levaduras de otro tipo, no fermentadoras, o

incluso con capacidad de alterar los vinos.

El conocimiento de las levaduras no-Saccharomyces con caracter fermentativo propias
de esta Denominacién es necesario como paso previo al desarrollo de cultivos mixtos
adaptados a las caracteristicas de las uvas y los mostos, en la estela de las cepas de S.

cerevisiae seleccionadas y comercializadas previamente en esta region.

Del mismo modo es importante determinar la presencia y las formas de diseminacion
de aquellas levaduras que supongan un riesgo para la calidad del vino por su caracter alterante
del mismo, como puede ser el género Brettanomyces. Con ello, podran plantearse métodos de

control y/o eliminacion de estos microorganismos en las bodegas.
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Objetivos

Los objetivos concretos que se plantearon en esta tesis fueron:

I. Conocer la diversidad de levaduras en uvas de la D.O.Ca. Rioja y la importancia

cuantitativa de cada especie en la poblacion total.

II. Estudiar la diversidad de levaduras en fermentaciones alcoholicas espontaneas de la
region y la importancia cuantitativa de cada especie a lo largo del proceso

fermentativo.

III. Determinar la diversidad de levaduras en las superficies y el material de bodega en la

D.O.Ca. Rioja.

IV. Estudiar la composicion de la poblacion de levaduras del aire en bodegas de la D.O.Ca.

Rioja.

V. Evaluar la capacidad de distintos medios de cultivo para la recuperacion de distintas

especies de levaduras presentes en el aire de las bodegas.
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Metodologia

3.1. Presentacion de los ensayos

Para alcanzar los objetivos planteados en este trabajo de tesis se realizaron un total de
siete ensayos: dos en uvas, dos en fermentacion alcoholica, uno en superficies y en mosto en

contacto con las mismas y dos en aire de bodegas.

Estos ensayos y sus resultados se recogen en seis trabajos, publicados en forma de
articulo cientifico, a excepcion del primero, que formd parte de la memoria presentada para la
obtencion de la Suficiencia Investigadora. Todos se presentan en el apartado 4. Resultados, y

son los siguientes:

Primer y segundo ensayos. Estudio de las levaduras no-Saccharomyces presentes
en uvas de la D.O.Ca. Rioja. Este trabajo formo6 parte de la Memoria de Investigacion
presentada por la autora para obtener la Suficiencia Investigadora en 2005, titulado “Estudio
de las levaduras no-Saccharomyces que participan en la elaboracion de vinos de la D.O.Ca.

Rioja”.

Tercer y cuarto ensayos. Estudio de las levaduras presentes en fermentaciones
alcohdlicas espontaneas en la D.O.Ca. Rioja. Este trabajo formo parte del mencionado
Trabajo de Investigacion presentado por la autora para obtener la Suficiencia Investigadora en
2005. Los resultados se recogen asimismo en la publicacion “Quantitative and qualitative
analysis of non-Saccharomyces yeasts in spontaneous alcoholic fermentations”. E. Ocon,
A.R. Gutiérrez, P. Garijo, C. Tenorio, I. Lopez, R. Lopez, P. Santamaria. European Food

Research and Technology (2010) 230: 885-891.

Quinto ensayo. Estudio de las levaduras presentes en el equipamiento de bodegas
de la D.O.Ca. Rioja y en el mosto durante la vendimia. Los resultados se recogen en la
publicacién “Presence of non-Saccharomyces yeasts in cellar equipment and grape juice
during harvest time”. E. Ocon, A.R. Gutiérrez, P. Garijo, R. Lopez, P. Santamaria. Food

Microbiology (2010) 27: 1023-1027.

Sexto ensayo. Estudio de las levaduras presentes en el aire de una bodega a lo

largo de un afio. Los resultados se recogen en la publicacion “Analysis of airborne yeast in
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one winery over a period of one year”. E. Ocon, P. Garijo, S. Sanz, C. Olarte, R. Lopez, P.

Santamaria, A.R. Gutiérrez. Food Control (2013) 30: 585-589.

Séptimo ensayo. Estudio de las levaduras presentes en el aire de las bodegas y del
riesgo de contaminacion de los vinos. Comparacion de medios de cultivo para la
recuperacion de levaduras presentes en el aire en bodegas. Los resultados se recogen en
las publicaciones “Screening of yeast mycoflora in winery air samples and their risk of wine
contamination”. E. Ocoén, P. Garijo, S. Sanz, C. Olarte, R. Lopez, P. Santamaria, A.R.
Gutiérrez. Food Control (2013) 34: 261-267; “Comparison of culture media for the recovery
of airborne yeast in wineries”. E. Ocon, P. Garijo, P. Santamaria, R. Lopez, C. Olarte, A.R.

Gutiérrez, S. Sanz. Letters in Applied Microbiology (2013) 57, 241-248.

3.2. Plan de trabajo

A continuacién se recoge una breve introduccion del plan de trabajo seguido en cada

uno de los ensayos. En el apartado 3.3. se describe en detalle la metodologia utilizada.

3.2.1. Ensayos en uvas. Estudio de las levaduras no-Saccharomyces

presentes en uvas de la D.O.Ca. Rioja

Los ensayos realizados en uvas se realizaron en dos afios consecutivos para estudiar

las levaduras presentes en la superficie de las bayas.

En el primero de ellos, se tomaron muestras de uva de la variedad Tempranillo,
procedentes de tres subzonas de la D. O. Ca. Rioja: Rioja Alta, Rioja Media y Rioja Baja,
durante el periodo de maduracion. El objetivo era la cuantificacion de las poblaciones de
levaduras y la determinacion de la diversidad cualitativa de especies presentes en las uvas, sin

atender a la frecuencia de aparicion de cada una de ellas.

El segundo de los ensayos se realiz6 el afio siguiente con uva procedente de la misma
parcela de Rioja Baja estudiada el afo anterior. Se tomaron muestras a lo largo del periodo de
maduracion para estudiar el tamafio de las poblaciones de levaduras y la frecuencia de

aparicion de cada especie en las uvas. Todas las muestras recogidas en los dos ensayos fueron
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incubadas en medio de cultivo adecuado para realizar el posterior recuento e identificacion de

levaduras.

3.2.2. Ensayos en fermentacion alcoholica. Estudio de las levaduras

presentes en fermentaciones alcoholicas espontaneas en la D.O.Ca. Rioja

En los dos ensayos realizados se pretendia estudiar la micobiota presente en las
fermentaciones alcoholicas realizadas a partir de las uvas de los mismos viiedos del trabajo
anterior. En el primero se pretendia determinar la diversidad de levaduras presentes en la
fermentacion alcohodlica de forma cualitativa, sin tener en cuenta la frecuencia de aparicion de
cada especie. En el segundo ensayo, realizado al afio siguiente, se quiso conocer la
importancia cuantitativa de cada especie, por lo que se estudi6 la frecuencia de aparicion de

cada una de ellas en la vinificacion.

En el primer ensayo, se realizaron tres vinificaciones, cada una con uvas de una zona,
Rioja Baja, Rioja Media y Rioja Alta. En el segundo ensayo se realiz6 una fermentacion con
uvas de la zona de Rioja Baja. Todas las fermentaciones fueron espontaneas, sin inoculacion
de Levaduras Secas Activas, y se llevaron a cabo en la bodega experimental del CIDA en
depositos de 220 litros. Durante este proceso se tomaron muestras de mosto-vino desde el
encubado hasta el fin de la fermentacion. Las muestras fueron incubadas en medio de cultivo

adecuado para el recuento e identificacion de levaduras.

3.2.3. Ensayo en superficies y en mosto en contacto con las mismas.
Estudio de las levaduras presentes en el equipamiento de l1a bodega y en el

mosto durante la vendimia

Este ensayo se realizd durante la vendimia, en la segunda quincena del mes de
septiembre del afio 2006. Se estudid la micobiota presente en el equipamiento de cuatro
bodegas de la D.O.Ca. Rioja, una en cada subzona de la Denominacion: Bodega de Rioja Baja
(1), Bodega de Rioja Media (2), Bodega de Rioja Alta (3) y Bodega de Rioja Alavesa (4). Se

tomaron muestras de diez puntos del equipamiento y las superficies de cada bodega un dia
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antes de la entrada de uva, tras la limpieza realizada de todo el equipamiento para el comienzo

de las vinificaciones.

Para analizar la posible aportacion del equipamiento de la bodega a los mostos, se
tomd también una muestra en cada una de las bodegas del primer mosto encubado en
depositos con 200 kg de uva y sin adicion de Levaduras Secas Activas. Todas las muestras
recogidas se incubaron en un medio de cultivo adecuado para el posterior recuento e

identificacion de levaduras.

3.2.4. Ensayos en aire. Estudio de las levaduras presentes en el aire de

una bodega a lo largo de un ano

Se realizaron dos ensayos para estudiar las especies de levaduras que pueden
detectarse en el aire de diferentes zonas de las bodegas, y evaluar qué medios de cultivo son

los més adecuados para la recuperacion de esas poblaciones.

El primer ensayo se llevo a cabo en una bodega de la D.O.Ca. Rioja desde febrero de
2008 hasta enero de 2009. La bodega tiene una distribucion en dos plantas: en la inferior, bajo
el nivel del suelo, se encuentran las zonas de crianza en barrica y de crianza en botella,
comunicadas entre si; en la superior, y a nivel del suelo, se encuentran las naves de
elaboracion y la de embotellado, muy proximas la una a la otra. En esta bodega se llevaron a
cabo muestreos de aire mensuales en cada una de esas cuatro zonas, en tres medios de cultivo
diferentes para estimar las poblaciones de levaduras en general y, ademas, de la especie B.

bruxellensis.

El segundo ensayo en el que se estudio el aire se llevd a cabo en tres bodegas
pertenecientes a la D.O.Ca.Rioja, desde febrero de 2009 hasta enero de 2010. Fueron

seleccionadas en funcion de su antigiiedad, tamano y distribucion de los espacios.

La Bodega 1 tenia una antigiiedad de 10 afios, una produccion anual de 500000 1 de

vino y todas las zonas de la bodega estaban comunicadas entre si.

La Bodega 2 tenia 30 afos de antigiiedad, producia 3000000 I de vino al afio y cada

zona de trabajo estaba situada en un edificio independiente.
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La Bodega 3 tenia una antigiiedad de 40 afios, una produccion anual de 7000000 1 de
vino y una distribucion en dos plantas, una de ellas bajo el nivel del suelo. Era la misma

bodega en la que se realizé el ensayo anterior.

Se tomaron muestras de aire en las zonas de embotellado, eclaboracion, crianza en
barrica y crianza en botella cuatro veces a lo largo de un afio. Los muestreos se realizaron en
los tres medios de cultivo utilizados en el ensayo anterior para estimar las poblaciones de
levaduras en general y de la especie B. bruxellensis. De esta manera, se complet6 el estudio de

las levaduras del aire en bodegas con distinta antigiiedad y disefo.

Todas las muestras recogidas fueron incubadas para realizar el recuento de colonias y

la identificacion de levaduras.

Con los resultados de estos dos ensayos se estudié también la utilidad de los distintos
medios de cultivo utilizados, que fueron Cloranfenicol Glucosa Agar (CGA), Agar Lisina
(AL) y Dekkera/Brettanomyces Diferential Medium (DBDM) junto con un Medio de
Revitalizacion (MR), en la recuperacion de levaduras procedentes del aire de las bodegas.
Para ello se compararon los resultados obtenidos en el primer ensayo del aire en una de las
bodegas con los recogidos en las tres bodegas del segundo ensayo, teniendo en consideracion
los recuentos poblacionales y los géneros y especies encontrados en unos y otros medios de

cultivo.

3.3. Descripcion de la metodologia

3.3.1. Toma y procesamiento de las muestras

Todas las muestras de los ensayos se tomaron por duplicado.

3.3.1.1. Muestreos de uvas

En el primer ensayo se tomaron muestras de uvas de las zonas de Rioja Baja, Media y
Alta en dos momentos: siete dias antes de la fecha de vendimia y un dia antes de la fecha de

vendimia.
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En el segundo ensayo, realizado al afio siguiente, se tomaron muestras de la zona de
Rioja Baja en tres momentos a lo largo del periodo de maduracion: doce dias, nueve dias y un

dia antes de la fecha de vendimia.

En cada muestreo se tomaron en un recipiente estéril 100 bayas al azar de cada parcela
y se trasladaron al laboratorio. El procesamiento de la muestra se realizo siguiendo el método
de Zahavi et al. (2002). Se tomaron 10 bayas al azar de entre las 100 recogidas, se
introdujeron en un vaso de vidrio estéril y se sumergieron en un volumen de agua destilada
estéril suficiente para cubrirlas. El vaso se mantuvo durante una hora en un agitador orbital a
150 rpm para desprender la micobiota epifitica de las uvas y que pasara al agua de lavado.
Esta se utilizd como indculo directo o con dilucién decimal y se inocularon en superficie 50
pl de cada muestra en placas Petri con Agar Malta suplementado con penicilina, utilizada

como inhibidor de bacterias lacticas.

Estas placas se incubaron de tres a cinco dias en estufa a 28°C, tras afiadir unos

cristales de difenilo para inhibir el crecimiento de mohos.

3.3.1.2. Muestreos durante las fermentaciones alcohoélicas

En el tercer y cuarto ensayos de esta tesis, llevados a cabo en afios consecutivos, se
estudiaron las levaduras presentes en las fermentaciones alcoholicas de tres zonas de la
Denominacion. En el primer aflo, se muestrearon tres depositos, uno con uvas de Rioja Alta,
otro con uvas de Rioja Media y otro con uvas de Rioja Baja, y ese muestreo se llevo a cabo a

las 0, 6, 18, 24, 30, 42,48, 120 y 216 horas a partir del encubado.

En el segundo afio, el muestreo se realizo en el deposito con uvas procedentes de la
parcela de Rioja Baja y se llevo a cabo a las 0, 8, 20, 32, 44, 56, 72, 96, 120 y 216 horas a

partir del encubado.

El mosto-vino recogido en cada muestreo se introdujo en un recipiente estéril para su
traslado al laboratorio. Se utilizo el método de las diluciones decimales y se inocularon en
superficie 50 pl de la muestra en placas Petri con Agar Malta suplementado con penicilina.

Estas placas se incubaron de tres a cinco dias en estufa a 28°C.
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3.3.1.3. Muestreos de instalaciones

En el estudio de las levaduras en el equipamiento de las bodegas y de los mostos se
llevaron a cabo muestreos de las distintas zonas de las instalaciones de cuatro bodegas de la
D.O.Ca. Rioja. Se tomaron muestras de diez puntos diferentes: tolva de recepcion,
despalilladora, estrujadora, bomba de pastas, pared del deposito, boca del depdsito, prensa

neumatica, bomba de trasiego, suelo de la bodega y pared de la bodega.

El muestreo se realizd con placas Rodac, especialmente preparadas para la toma de
muestras por contacto, con medio de cultivo CGA, aplicadas directamente sobre la superficie

a muestrear durante 30 segundos. Las placas fueron incubadas a 25°C durante 48 horas.

3.3.1.4. Muestreos de mostos

En el estudio de las levaduras en el equipamiento de las bodegas y de los mostos se
llevo a cabo un muestreo del primer mosto encubado en las cuatro bodegas estudiadas. La

muestra se recogio en todos los casos a las 24 horas del encubado.

El volumen de mosto recogido se introdujo en un recipiente estéril para su traslado al
laboratorio y una vez alli se utilizé el método de las diluciones decimales y se inocularon en
superficie 50 pl de la muestra en placas Petri con CGA. Estas placas se incubaron durante 48

horas a 25°C.

3.3.1.5. Muestreos de aire

En los dos ultimos ensayos de esta tesis se analizo la presencia y la recuperacion de

levaduras del aire de varias bodegas.

En el estudio del aire de una bodega los muestreos se realizaron una vez al mes en las

zonas de crianza en barricas, crianza en botella, elaboracion y embotelladora.

En el estudio de las levaduras en el aire de tres bodegas los muestreos se realizaron en

cuatro momentos a lo largo de un afio: invierno, primavera, verano y otofio, y, de nuevo, en
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las mismas zonas de las bodegas. Los muestreos de otofio coincidieron con la época en la que

estaban teniendo lugar las elaboraciones en todas las bodegas.

Todos los muestreos se llevaron a cabo con el muestreador de aire airlDEAL 3P, de la
casa comercial Biomerieux (Fig. 1), que permite la toma de diferentes volumenes de aire de
forma directa en placas Petri, para detectar la presencia de microorganismos. El aire es
aspirado a una velocidad de impacto inferior a 20 m/s por una turbina que atraviesa una rejilla
estéril, la cual captura particulas de tamafno de 3 pm. El volumen de aire aspirado impacta
sobre una placa Petri de 100 mm de didmetro que contiene un medio de cultivo adecuado. Se
utilizaron placas con medio CGA, placas con AL, ambos para recoger levaduras en general y
placas con MR, medio de revitalizacion con un filtro de papel de 0.45 pm de didmetro de poro
sobre el medio para, tras un breve periodo de incubacidn, transferirlo al medio DBDM,
especifico para la deteccion del género Brettanomyces/Dekkera. El medio MR fue utilizado
para estimular el crecimiento de levaduras en situacion de estrés antes de transferirlas a un

medio muy restrictivo como es el DBDM.

———

sl BEAE
-

E

Figura 1.- Muestreador de aire airlDEAL 3P, utilizado en los ensayos.

La toma de muestras se realizd en todos los casos de la misma manera, con el
muestreador situado a una distancia de 1-1.5 m del suelo, en una zona central de cada una de
las naves, a excepcion de la zona de embotellado, donde el muestreador se colocéd dentro de la

linea de la embotelladora, lo mas proximo posible a la llenadora. Los muestreos se realizaban
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siempre en un Unico dia para cada bodega, entre las 8:00 y las 12:00 horas, y siempre en la

misma semana.

Los volimenes de aire recogidos en todos los casos fueron 500 1 cuando los medios
de cultivo eran CGA y AL, y 1500 1 cuando el medio utilizado era MR. Las muestras
recogidas en CGA y AL fueron incubadas a 25°C durante 72 horas. Las muestras recogidas en
MR fueron incubadas a 25°C durante 24 horas, tras lo cual el filtro de papel con las colonias
recogidas fue transferido a otra placa con medio DBDM, que se incub6 a 25°C durante 21

dias.

3.3.2. Recuentos y seleccion de colonias

Tras los periodos de incubacion correspondientes en cada ensayo, se llevaron a cabo
los recuentos poblacionales en cada placa, tomando como dato la media de las dos

repeticiones, y la seleccion de colonias para su identificacion.

3.3.2.1. Recuento y seleccion en uva

En este caso, los recuentos se expresaron como Unidades Formadoras de Colonias por
baya (UFC/baya). En el primero de los ensayos se eligieron 10 colonias de cada muestra en
funcion de su morfologia (color, brillo, forma, tamafio) para su identificacion. En el segundo

ensayo, se eligieron 25 colonias al azar.

3.3.2.2. Recuento y seleccion en fermentaciones alcohélicas

Los recuentos se expresaron como UFC/ml. En el primer ensayo de las fermentaciones
alcoholicas espontaneas se eligieron 10 colonias de cada muestra en funcidon de su morfologia
(color, brillo, forma, tamafio) para su identificacion. En el segundo ensayo, se eligieron 25

colonias al azar.
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3.3.2.3. Recuento y seleccion en superficies

Tras los recuentos de levaduras en las placas Rodac, de cada una de las muestras se

seleccionaron cinco colonias al azar para su identificacion.

3.3.2.4. Recuento y seleccion en mosto

En el estudio de las superficies y los mostos en contacto con las mismas, tras los

recuentos de levaduras, se seleccionaron 10 colonias al azar para su identificacion.

3.3.2.5. Recuento y seleccion en aire

El resultado obtenido en los recuentos se expresdé como el nimero mas probable de
microorganismos recogidos por placa (NMP). Para realizar la conversion del nimero de
unidades formadoras de colonias en el nimero mas probable, se utilizé una tabla estadistica

de conversion que se basa en la Ley de Feller:

NMP =N (I/N +1/N=1+1/N-2+... +]/N-UFC+1)

Donde:

NMP=cantidad total mas probable de microorganismos que hayan atravesado los

orificios de la placa.
N=cantidad de orificios de la rejilla
UFC=unidades formadoras de colonias, valor leido en el laboratorio.

Con el fin de determinar el nimero mas probable de microorganismos recogidos por
metro ciibico de aire (NMP/m’), el niimero mas probable de microorganismos recogidos por

placa se multiplicé por 1000 y se dividio por el volumen de aire del muestreo en litros.
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En los tres trabajos, se seleccionaron como maximo 10 colonias al azar por cada

muestra para su posterior identificacion.

3.3.3. Aislamiento y conservacion de colonias

Todas las colonias seleccionadas, independientemente de su origen, fueron reaisladas
por agotamiento de la estria en placa Petri con medio Levadura-Malta (LM) para asegurar la
presencia de colonias de un solo tipo de microorganismo (cultivo puro). Estos aislamientos se
incubaron durante 24-48 horas a 28 °C para obtener cultivo fresco para su conservacion en

tubos eppendorf con glicerol al 20% a -20°C.

3.3.4. Identificacion de las colonias aisladas

3.3.4.1. Extraccion del ADN

La extracciéon de ADN se realizo a partir de un cultivo fresco empleando el método
propuesto por Lopez (2004). A partir de un cultivo puro en placa de 48 h se recogid parte del
mismo y se resuspendio en 250 pl de tampén de lisis en un tubo eppendorf. Se sometid a
100°C durante 10 min en un bafio de agua. Se homogeneizd y se centrifugé a 13000 rpm
durante 3 min. El sobrenadante, con el ADN celular, se recogi6 en un eppendorf estéril para

su utilizacion en los diferentes métodos de identificacion utilizados.

3.3.4.2. Identificacion de las especies de levaduras mediante PCR-RFLP

Todas las colonias seleccionadas en todos los ensayos fueron sometidas a la técnica
PCR-RFLP de la region ITS del ADN ribosémico, segun el método propuesto por Esteve-
Zarzoso et al. (1999). Esta técnica es una de las mas cominmente utilizadas para la
identificacion de especies de levaduras en Enologia, pues es un método rapido, eficaz y
reproducible (Fernandez et al., 1999; Pulvirenti y Giudicci, 2003). La zona amplificada del
ADN codifica la region conocida como ITS (Internal Transcribed Spacer) 6 5.8S-ITS del

ARN ribosoémico. Los cebadores empleados para la reacciéon de PCR en esta region, descritos
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por White et al. (1990), son los mismos para mas de 500 especies de levaduras, por lo que las
diferencias se establecen por el diferente tamafio del amplificado y por el perfil de restriccion
obtenido para cada especie al someter a ese fragmento a la accion de tres enzimas de

restriccion, en este caso, Hinfl, Haelll y Cfol.

A) Reaccion en cadena de la polimerasa

La mezcla de reaccion de PCR se prepard en un volumen final de 50 pl, utilizando los

componentes que se indican a continuacién en la Tabla 1.

Tabla 1.-. Componentes de la reaccién de PCR, volumen y concentracion.

Componentes Volumen muestra Concentraci()l.l’ﬁnal en
la reaccion

Tampodn de reaccion NH,' (Bioline) 5ul 1x

MgCl, 50 mM (Bioline) 3l 3 mM

4 ANTP mix 50 mM (Bioline) 1 ul 12.5 mM

Cebador directo 25 pmol/ul (TIB Molbiol) 1 ul 0.5 pmol/ pl

Cebador reverso 25 pmol/ul (TIB Molbiol) 1 ul 0.5 pmol/ ul

BiotaqTM DNA polimerasa (Bioline) 03 ul 15U

H,O destilada estéril 28.7 ul -

ADN 10 pl -

La reaccion de amplificacion se realizé en un termociclador GeneAmp®™ PCRSystem
2700 (Applied Biosystems). Las secuencias de los cebadores y las condiciones de

amplificacion se detallan en la Tabla 2.
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Tabla 2.- Cebadores y condiciones de amplificacion de la PCR de levaduras (Esteve-Zarzoso et al., 1999).

o =5 o Fragmento " - o
Cebadores (secuencia 5" — 3°) a3l Condiciones de amplificaciéon
95°C 5 min 1 ciclo
ITS1
Variable segin 94°C 1 min
TCCGTAGGTGAACCTGCGG género de levadura
55.5°C 2 min 35 ciclos
ITS4
72°C 2 min
TCCTCCGCTTATTGATATGC
72°C 10 min 1 ciclo

B) Restriccion de los productos de PCR

El producto de PCR obtenido de cada muestra en el apartado anterior fue sometido
directamente a restriccion con tres enzimas diferentes: Hinf 1, Haelll y Cfol, segiin se indica

en la Tabla 3.

Tabla 3.- Componentes del anlisis de restriccion.

Componentes Volumen por reacciéon
Volumen final 10 pl
Enzima de restriccion Hinfl, Haelll o Cfol 0.5 pnl
SuRE/Cut buffer H,L M 6 L 1l
Agua destilada estéril 35l
Producto de PCR Sul

Este volumen se incubo en bafio termostatico de agua a 37°C durante 90 min para que

se produjera la reaccion enzimatica.
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C) Electroforesis en gel de agarosa

Para la visualizacion de los productos de amplificacion de PCR y de los fragmentos de
restriccion de cada uno de ellos, se utilizo la técnica de electroforesis horizontal en gel de

agarosa.

En el caso de los productos de PCR se utilizé un gel al 1.5% (p/v) de agarosa en
tampon TBE 0.5x, y en el de los fragmentos de restriccion un gel al 3% de agarosa en tampon
TBE 0.5x. Las dimensiones de los geles fueron de 15x15 cm? y la electroforesis se llevo a
cabo en la unidad BIO-RAD SUB-CELL GT a 150 V durante 1 h 45 min para el producto de
PCR y 2 h 45 min para los fragmentos de la digestion.

Finalizadas las electroforesis los geles se tifieron en una solucion de bromuro de etidio
de 0.5 pg/ml y fueron visualizados, analizados y fotografiados en el equipo Image Store 5000

(UVP) (BIO-RAD) con el programa Quantity One.

D) Identificacion de especies de levaduras

El peso molecular del fragmento de ADN ribosémico amplificado se estimd por
comparacion con el marcador de peso molecular HyperLadder IV de Bioline de 100-1000 pb
y se compard con los perfiles descritos en bibliografia (Guillamon et al., 1998; Granchi et al.,

1999) (Fig. 2).

Los productos de amplificacion de distinto tamafio corresponden a especies diferentes;
sin embargo cuando los amplificados son del mismo tamafio no siempre corresponden a la
misma especie, por lo que es necesario recurrir a los perfiles de restriccion de estos
amplificados con diferentes enzimas. Igualmente, los pesos moleculares de los fragmentos
obtenidos con cada enzima se determinaron por comparacion con el marcador de peso
molecular y se confrontaron con los aportados en bibliografia y con los identificados a través
del portal www.yeast-id.org. En la Fig. 3 se muestran tres perfiles de restriccion

correspondientes a las especies A. pullulans, K. apiculata 'y S. cerevisiae.
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1 234567 89 1011121314151617 18 19 20

1000pb —>

100pb——»

Figura 2.- Ejemplo de electroforesis en gel de agarosa de los amplificados de PCR de varias especies. Carriles 1
y 20: Marcador de 100pb (Hyperladder IV). Carriles 2, 3, 4, 7y 8: producto de PCR de 585pb. Carriles 5, 6,9 y
10: producto de PCR de 800pb. Carriles 11, 12, 14 y 15: producto de PCR de 400pb.

1 234567 89 1011121314151617 18 19 20

100pb—>

Figura 3-. Electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos de restriccion de varias especies. Carriles 1 y 20:
corresponden al marcador de 100pb. Los carriles 2, 3 y 4 corresponden a los cortes con los enzimas Hinfl, Haelll
y Cfol que representan a la especie A. pullulans. Los carriles 5, 6 y 7; 8,9y 10; 11, 12 y 13 y 17, 18 y 19 son
cortes realizados con los mismos enzimas y corresponden a la especie K. apiculata. Los carriles 14, 15 y 16 son
los obtenidos con los tres enzimas y representan el perfil de S. cerevisiae.
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3.3.4.3. Identificacion de las especies de levaduras mediante secuenciacion del

ADN

Las colonias cuyos perfiles no fue posible identificar por el método anterior, se
identificaron mediante secuenciacion. Para ello, se amplifico mediante PCR el dominio
D1/D2 con los cebadores y condiciones descritos por Kurtzman y Fell (1998) y que se

detallan en la Tabla 4.

Tabla 4.- Cebadores y condiciones de la PCR universal de levaduras (Kurtzman y Fell., 1998).

Cebadores (secuencia 5" — 3") Fragmento Condiciones de amplificacion
amplificado (pb)

94°C 3 min 1 ciclo

NL1
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG 580 94°C 1 min
NL4 52°C 45s 36 ciclos
GGTCCGTGTTTCAAGACGG 72°C 2 min

72°C 4 min 1 ciclo

Esta técnica se basa en el analisis de una pequefia parte de la subunidad 26S del ADN
ribosémico, el dominio D1/D2, un fragmento constituido por 600 pb. La regién D1/D2 puede
considerarse como la “huella digital” para un gran nimero de especies de Ascomicetos. La
mayoria puede ser identificada en base a las diferencias existentes en este dominio (Kurtzman

etal., 1998).

Los productos de PCR se purificaron y se secuenciaron por Macrogen Inc. Facilities
(Seul, Corea del Sur), para determinar el género y especie de levadura. Las secuencias
resultantes se enfrentaron a la base de datos del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.org)

para determinar la especie a la que pertenecia cada colonia aislada.
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3.3.4.4. Identificacion de la especie Brettanomyces bruxellensis mediante PCR

anidada

Las colonias recogidas en el medio de cultivo especifico para B. bruxellensis (DBDM)
fueron sometidas, después de obtener su perfil de restriccion con la técnica de PCR-RFLP, a
la técnica de PCR anidada (nested PCR), para confirmar su identificacion. Se utilizd el
método propuesto por Ibeas et al., (1996), para la identificacion de la especie B. bruxellensis

con esta técnica.

La PCR anidada, conocida como nested PCR, es una variante de la PCR convencional
que comprende dos reacciones de amplificacion con distintos pares de cebadores en cada una,

con el fin de incrementar la sensibilidad y la especificidad de la deteccion.

En primer lugar se lleva a cabo una reaccion con los cebadores que amplificaran una
region mas extensa de ADN. Después, el producto de amplificacion de esa primera reaccion
se utiliza como muestra para una segunda PCR con los cebadores que se ubican dentro de ese
primer fragmento amplificado, por lo que daran lugar a un producto menor dentro de ese

fragmento.

La amplificacion producida en las dos reacciones indica que el ADN analizado

pertenece a la especie B. bruxellensis.

A) Reaccion en cadena de la polimerasa

La mezcla de reaccion para la primera PCR se prepar6 en un volumen final de 50 pl,

utilizando los componentes que se indican a continuacion en la Tabla 5.

Para la segunda reaccion de PCR, en lugar de la muestra de 10 pl de ADN, se utiliz6 1

ul del amplificado en la primera reaccion.
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Tabla 5.-. Componentes de la reaccion de PCR, volumen y concentracion.

Componentes

Volumen muestra

Concentracion final en

la reaccion

Tampdn de reaccion NH,' (Bioline)
MgCl, 50 mM (Bioline)

4 ANTP mix 50 mM (Bioline)

Cebador directo 25 pmol/ul (TIB Molbiol)

Cebador reverso 25 pmol/ul (TIB Molbiol)

Biotaq"" DNA polimerasa (Bioline)
H,O destilada estéril

ADN

Sul

3ul

1 ul

1l

1w
0.3l
28.7 pl

10 pl

1x

3 mM
125 mM
0.5 pmol/ pl
0.5 pmol/ pl

15U

Las secuencias de los cebadores, las condiciones de amplificacion y los tamafios de los

fragmentos de ADN amplificados fueron los de la Tabla 6 y Tabla 7.

Tabla 6.- Cebadores y condiciones de la primera PCR para identificar B. bruxellensis (Ibeas et al., 1998).

Primera PCR Fragmento
Cebadores (secuencia 5" — 3°) amp(lll)il'gado Condiciones de amplificaciéon
95°C 5 min 1 ciclo
DB1
AGAAGTTGAACGGCCGCATTTGCAC 471 95°C 30s
55°C 30s 30 ciclos
DB2 72°C 1 min
AGGATTGTTGACACTCTCGCGGAGG
72°C 10 min 1 ciclo
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Tabla 7.- Cebadores y condiciones de la segunda PCR para identificar B. bruxellensis (Ibeas et al., 1998).

Segunda PCR Fragmento
Cebadores (secuencia 5” — 3% amp(l;i{:;ado Condiciones de amplificacion
95°C 5 min 1 ciclo
DB3
327 0
CGGCATATCGAAGACAG 3C | 30s
65°C 30s 30 ciclos
DB4 72°C 1 min
CATCCTCGCCATACAAC
72°C 10 min 1 ciclo

B) Electroforesis en gel de agarosa

La amplificacion por PCR se comprobd de nuevo con la técnica de electroforesis

horizontal en gel de agarosa al 1.5% (p/v) de agarosa en tampoén TBE 0.5x en la unidad BIO-
RAD SUB-CELL GT a 150 V durante 1 h 45 min. Tras la tinciéon con solucion de bromuro de

etidio 0.5 pg/ml, los resultados se visualizaron en el equipo Image Store 5000 (UVP) (BIO-

RAD) con el programa Quantity One.
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3.3.5. Medios de cultivo y disoluciones

3.3.5.1. Medios de cultivo para aislamiento y crecimiento de levaduras

Agar de Malta + Penicilina Medio utilizado para el recuento y aislamiento de

levaduras.

Extracto de malta 20 g
D-glucosa 20g
Micopeptona lg
Agar 20g
Agua destilada 1000 ml

Se esterilizé a 121°C durante 20 minutos. Cuando descendio la temperatura por debajo
de los 55°C se anadieron 250 mg de Penicilina G (Sigma) para inhibir el crecimiento de

bacterias lacticas.

Cloranfenicol Glucosa Agar (CGA) Medio utilizado para el recuento y aislamiento

de levaduras.

Extracto de levadura 10g
D (+) Glucosa 20 g
Cloranfenicol 05¢g
Agar 17¢g
Agua destilada 1000 ml

Se utiliz6 un medio deshidratado preparado (42.5 g/l, pH 6.6 +/- 0.2) y se esteriliz6 a
118°C durante 15 min.
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Agar Lisina (AL) Medio para recuento y aislamiento de levaduras.

Agar lisina 66 g
Lactato potasico al 50% 10 ml
Acido lactico 1 ml
Agua destilada 1000 ml

Se disolvid el medio deshidratado Agar Lisina en 1 1 de agua que contenia 10 ml de
lactato potasico, y se llevo a ebullicion hasta disolucion completa. Se dejo enfriar a 50°C y se

anadio 1 ml de acido lactico.

Medio Levadura-Malta (LM) Utilizado para el crecimiento de las colonias aisladas.

Extracto de levadura 3g
Peptona 5g
Glucosa 10g
Extracto de malta 3g
Agar 20¢g
Agua destilada 1000 ml

Se esterilizo a 121°C durante 20 minutos.

Medio de revitalizacion (MR) Utilizado como medio de revitalizacion previo al uso

del medio DBDM.

TSB 30g
Extracto de levadura 20¢g
Agar 12 ¢
Agua destilada 1000 ml

Se esterilizd a 121°C durante 20 minutos.
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Medio Dekkera/Brettanomyces Diferential Medium (DBDM) Medio selectivo para

la especie B. bruxellensis.

YNB (Yeast Nitrogen Base) 6.7¢g
Agar 20g
Agua destilada 940 ml

Se ajustd el pH a 5.4 afiadiendo 30 ml de acido sérbico al 0.15% y se esterilizd a

121°C durante 20 minutos.

Por otra parte, se preparo la siguiente disolucion:

Etanol 66 ml
Cicloheximida 10 mg
Acido p-cumadrico 100 mg
Verde de bromocresol 22 mg
Cloranfenicol 200 mg

Se esterilizd por filtracion (0.45 pm) y se mezclaron las dos soluciones cuando la

temperatura del medio autoclavado estuvo entre 50-60°C.

3.3.5.2. Disoluciones base

Tris HC11 M, pH =8

Tris base (Sigma) 121.1 g
HCI 37% (Panreac) 42 ml
Agua destilada, csp 1000 ml

Se ajust6d a pH = 8 con HCl y se enraso. Se esterilizd a 121°C durante 20 min.
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EDTAO0SM,pH=38

EDTA (Sigma) 186.1¢g
Agua destilada, csp 1000 ml

Se ajustd a pH = 8 con NaOH y se enrasd. Se esterilizé a 121°C durante 20 min.

Tampon TBE 5x

Tris base (Sigma) 540¢g
Acido borico (Sigma) 275¢g
EDTA 0.5 M, pH =28 20 ml
Agua destilada, csp 1000 ml

Se enraso a 1 1. Se esterilizo a 121°C durante 20 min.

Tampon de lisis para extraccion de ADN

B-mercaptoetanol (2-mercaptoetanol) (Sigma) 700ul
TrisHCl 1 M, pH =28 50 ul
Agua destilada, csp 100 ml

Se enraso a 100 ml.

La extraccion de ADN se realizo con una dilucion 1:10 de este tampon.
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El vino es un producto natural resultado del metabolismo de los microorganismos
presentes tanto en las uvas como en las instalaciones de la bodega, entre los que se encuentra

una gran variedad de levaduras.

Las levaduras, fundamentalmente S. cerevisiae, realizan la transformacion del azicar
en etanol. Pero ademas, esta especie y otras propias de los ecosistemas vitivinicolas también
aportan gran cantidad de metabolitos secundarios que afectan al aroma y al sabor del vino de

forma positiva o negativa, como ocurre con algunas levaduras alterantes.

Todas estas levaduras llegan al mosto por dos vias principales: por un lado, con las
propias uvas, en las que estarian formando parte de la microbiota de su superficie junto a
mohos y bacterias, y, por otro lado, de la propia bodega y el material de la misma,

“colonizados” por las levaduras procedentes de vendimias y elaboraciones anteriores.

La diversidad de especies varia de una zona geografica a otra, y de una época a otra,
debido a la influencia de las diferencias en la temperatura, las lluvias, el tipo de insectos, la
sanidad de la uva, las précticas culturales, etc., aunque casi siempre se observan los mismos

géneros (Jolly et al., 2003).

El estudio de las levaduras propias de los vifiedos de una region determinada es
necesario para conocer cudles son los géneros o especies mejor adaptados a un ecosistema
concreto y, asi, poder estudiar su posible utilizacion en fermentaciones dirigidas, o tomar

medidas para evitar contaminaciones indeseables.

Este trabajo es una primera aproximacion al estudio de las poblaciones de levaduras
presentes en las vifias de la D.O.Ca. Rioja, dado que apenas hay trabajos anteriores al
respecto. En el mismo se estudio6 la poblacion de levaduras presentes en uvas procedentes de

parcelas de esta region en dos vendimias consecutivas. Los objetivos fueron dos:

1. Conocer la diversidad cualitativa de especies de levaduras presentes en las uvas

de la D.O.Ca. Rioja.
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2. Conocer la importancia cuantitativa de cada una de las especies presentes en

las uvas de esta region.

Se realizaron dos ensayos. En el primero de ellos se tomaron dos muestras de uvas
procedentes de tres subzonas de Rioja (Rioja Baja, Media y Alta), una semana antes de la

vendimia y un dia antes de la misma.

Las muestras fueron sembradas e incubadas para realizar el recuento de levaduras. De
las colonias obtenidas se seleccionaron 10 de cada muestra en funcion de su diferente
morfologia (color, brillo, forma, tamafio) para su identificacion dentro de un estudio

cualitativo.

El segundo de los ensayos se realiz6 al afio siguiente con uva procedente de la parcela
de la zona de Rioja Baja. Se recogieron muestras de uva en distintos momentos del periodo de
maduracion: 12 dias, 9 dias y 1 dia antes de la vendimia. Se sembraron e incubaron para el
recuento de levaduras y posteriormente se seleccionaron 25 colonias al azar de cada muestra

para su identificacion como parte del estudio cuantitativo.

En ambos casos la identificacion de las levaduras se llevo a cabo utilizando la técnica
de PCR-RFLP de la region 5.8S-ITS del DNA ribosomico y mediante la secuenciacion del

producto de amplificacion por PCR de la region D1/D2.

Evolucion de la poblacion de levaduras en las uvas durante la maduracion

Los recuentos de levaduras realizados en las uvas se muestran en la Tabla 1. En el
primer afo se observo que las poblaciones en Rioja Alta y Rioja Baja fueron muy similares en
los dos momentos analizados, con valores del orden de 10* UFC/baya, y que experimentaron
un ligero aumento al madurar la uva. En Rioja Media los recuentos realizados siete dias antes
de la vendimia fueron inferiores, del orden de 10> UFC/baya. Sin embargo, en esta zona se
produjo un importante aumento de la poblacion entre los dos muestreos, aunque no llegd a

alcanzar los valores observados en las otras zonas.

En el segundo ano de estudio en la zona de Rioja Baja se detectd un descenso en la

poblacién de levaduras en las uvas a medida que avanzaba la maduracion: los recuentos en los
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dos primeros muestreos fueron del orden de 10* UFC/baya y de 10° UFC/baya en el tercero.
Esta disminucion fue contraria al aumento de las poblaciones de levaduras en uvas detectado
en la campana anterior y podria deberse a las condiciones climaticas que afectaron al vifiedo

en ese espacio de tiempo.

Los recuentos de levaduras por grano de uva estuvieron dentro de los valores descritos
como normales por algunos autores con anterioridad en otras zonas (Renouf et al., 2006). Este
grupo, en un trabajo realizado en Burdeos durante tres vendimias sucesivas, encontrd valores

comprendidos entre 10°-10° UFC/baya.

Tabla 1.- Recuento de levaduras (UFC/baya) en la superficie de las uvas.

PRIMER ANO SEGUNDO ANO
Zona de 7 dias antes | 1 dia antesde | 12 dias antes | 9 dias antes | 1 dia antes de
muestreo dela la vendimia dela dela la vendimia
vendimia vendimia vendimia

Rioja Alta | 2.4x10* 3,0x10° - - ]

Rioja Media | 58x 10’ 3,7x 10° - - -

Rioja Baja 2,1 x 10* 3,3x10* 9,2x 10* 7,4 x 10* 53x10°

Identificacion de las levaduras presentes en las uvas durante el periodo de

maduracion

Estudio cualitativo

El primer afio se realiz6 un estudio cualitativo de las especies presentes en las uvas sin
atender a su frecuencia de aparicion. Se caracterizaron molecularmente 60 colonias (10
aislamientos en cada muestreo). Se encontraron siete patrones genéticos diferentes (Tabla 2).
Al comparar estos patrones con los perfiles existentes en la bibliografia, solo se identificaron
cuatro de ellos: Cryptococcus magnus, M. pulcherrima, K. apiculata y C. stellata. Los tres
patrones restantes se identificaron mediante secuenciacion de su genoma, y correspondieron a

las especies: A. pullulans, Rhodotorula glutinis y Candida stellimalicola.
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Tabla 2. Presencia(e) de distintas especies de levaduras en las uvas durante el estudio cualitativo realizado el

primer afio.
Rioja Alta Rioja Media Rioja Baja
Especies
7 dias | 1dia | 7dias | 1dia | 7 dias | 1dia
Cryptococcus magnus ) ) ° ° ° °
Aureobasidium pullulans ° ° ° - - -
Metschnikowia pulcherrima - - ° ° - -
Kloeckera apiculata - - - ° ° °
Candida stellata - - - - ° °
Candida stellimalicola - - - ° - -
Rhodotorula glutinis - ° ° ° - -

La especie C. magnus es la inica que se detectd en los seis muestreos realizados. No
es una levadura de importancia enoldgica, pues no posee metabolismo fermentativo (Esteve-
Zarzoso et al., 1999), pero si es un género frecuente en las uvas (Guillamon, 1996; Beltran et

al., 2002; Querol y Fleet, 2006).

La especie 4. pullulans fue detectada en Rioja Alta y en Rioja Media. A diferencia de
otros autores (Renouf et al., 2005), que sdlo la encontraron en bayas no maduras, en este
trabajo se identific6 en Rioja Alta al final de la maduracién. Una de las caracteristicas
importantes desde el punto de vista enoldgico de esta especie es su capacidad para reducir el
crecimiento de Botrytis cinerea en la superficie de las uvas (Schena et al., 2003), y, por lo

tanto, disminuir la podredumbre de la vendimia.

La especiec M. pulcherrima es citada en bibliografia como una de las no-
Saccharomyces mas habituales en la uva y las primeras fases de la fermentacion (Pretorius et
al., 1999; Zambonelli et al., 2004). Sin embargo, en este estudio s6lo se encontrd en Rioja

Media.
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En la zona de Rioja Baja se identificaron dos de las especies no-Saccharomyces mas
importantes en enologia: K. apiculata y C. stellata. Numerosos trabajos citan a la primera
como la levadura no-Saccharomyces de mayor frecuencia en uvas y fermentaciones
alcoholicas (Constanti et al., 1997 y 1998; Pretorius et al., 1999; Heard, 1999; Capece et al.,
2003; Mas et al., 2004; Fernandez-Gonzalez et al., 2004). La especie C. stellata ha sido
descrita por los mismos autores como la principal levadura acompafiante de K. apiculata en
uvas y mostos y como la mayoritaria en uvas botritizadas por otros autores (Antunovics et al.,

2003).

Por su parte, C. stellimalicola es una levadura que no se ha descrito anteriormente
asociada al sector enologico, aunque es posible que en trabajos previos haya sido recogida
dentro del grupo Candida spp. Sin embargo, se ha encontrado en otras frutas (Suzuki et al.,

1994) y otras fermentaciones (Jespersen et al., 2005).

R. glutinis es una levadura raramente descrita en enologia y que en el presente estudio
se aislo en uvas de Rioja Alta y Media. Tiene capacidad para inhibir ciertas podredumbres en
el cultivo por lo que ha sido objeto de estudios como agente de biocontrol (Renouf y
Lonvaud-Funel, 2006). Es una levadura que secreta el enzima a-L-arabinofuranosidasa

(Martinez et al., 2006), por lo que tiene un interesante potencial biotecnoldgico en enologia.

En ningun caso se aislo la especie S. cerevisiae en las uvas. En trabajos anteriores se
ha sefialado que esta levadura se encuentra en las bayas en poblaciones tan bajas que no suele

ser detectada en los muestreos habituales (Fleet et al., 1984; Lema y Garcia, 2000).

Como se refleja en la Tabla 2, se observo un aumento en la diversidad de especies
presentes a medida que maduraban las uvas, principalmente en Rioja Media. Este hecho
podria estar relacionado con el estado de la baya madura: mayor superficie de adhesion y

mejor acceso a los nutrientes para la micobiota adherida (Renouf et al., 2005).

Las diferencias encontradas en la composicion de las poblaciones entre las zonas
podrian deberse, igual que las variaciones en los recuentos, a las diferencias climaticas y a las
practicas culturales de cada vifiedo (Strauss et al., 2001; Jolly et al., 2003). En este sentido, se
ha llegado a afirmar que cada baya tiene una carga microbiana especifica diferente (Mortimer

y Polsinelli, 1999).
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Estudio cuantitativo

En el segundo afio se realiz6 un estudio cuantitativo con el fin de determinar la
importancia relativa de cada especie en el conjunto de la poblaciéon de levaduras. Se
identificaron 25 colonias en cada muestreo, por lo que solo se detectaron las levaduras
presentes en un porcentaje superior al 4%. Se encontraron cinco especies de levaduras
diferentes (Tabla 3), que ya fueron detectadas en el estudio cualitativo realizado el afio

anterior.

Tabla 3. Porcentajes (%) de aparicion de distintas especies de levadura en las uvas. Estudio cuantitativo

realizado el segundo afio.

Especies 12 dias antes | 9 dias antes de | 1 dias antes de
de la vendimia | la vendimia la vendimia
Cryptococcus magnus 12 24
Aureobasidium pullulans 76 4 44
Metschnikowia pulcherrima 8
Kloeckera apiculata 96 24
Rhodotorula glutinis 12

La especie C. magnus se detectdé en dos de los tres muestreos realizados, pero su

presencia no fue elevada (12-24%).

La especie 4. pullulans estuvo presente en todos los muestreos y fue mayoritaria en la
muestra obtenida 12 dias antes de la vendimia (76%). Esta levadura, considerada como
especie tipica de bayas inmaduras (Renouf et al., 2005), también se identifico un dia antes de

la vendimia en un elevado porcentaje (44%).

K. apiculata se detectd por primera vez en el muestreo realizado nueve dias antes de la
vendimia, representando el 96% de la poblacion total y disminuyd posteriormente en el

muestreo final. Los resultados observados en este muestreo coinciden con lo expuesto en
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otros trabajos que afirman que la especie K. apiculata es la mas frecuente en las uvas

(Constanti et al., 1997).

También se puso de manifiesto en este segundo afio un aumento de la diversidad al
madurar las uvas. En el muestreo realizado un dia antes de la vendimia se encontraron cuatro
de las cinco especies identificadas ese afio. La especie mayoritaria fue A. pullulans (44%)
seguida de K. apiculata (24%) y C. magnus (24%). También se encontrd la especie M.
pulcherrima (8%). El aumento en la diversidad estaria relacionado con la maduracion de la

uva y su integridad (Mortimer y Polsinelli, 1999).

Aunque en trabajos anteriores se sefialan los géneros Kloeckera, Hanseniaspora y
Candida como los mas frecuentes en uvas, también se reconoce que la micobiota propia de las
mismas es muy variable (Strauss et al., 2001). Asi, en este trabajo se observé que junto con K.
apiculata, las especies C. magnus y A. pullulans constituyeron una parte importante de las
levaduras presentes en las uvas, y, por el contrario, el género Candida no fue identificado en

el estudio cuantitativo y inicamente en dos de las tres zonas estudiadas en el cualitativo.

Conclusiones

Las poblaciones de levaduras en las uvas al final de la maduracion fueron del orden de
10°-10* UFC/baya, observandose que durante el periodo de maduracion la diversidad

aumento.

En el estudio cualitativo se identificaron siete especies diferentes. Las especies
cuantitativamente mas importantes fueron A. pullulans, K. apiculata y C. magnus. Esta ltima

fue la tinica especie detectada en las tres zonas estudiadas en el primer ensayo.
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Resumen

El vino es el resultado de numerosas reacciones bioquimicas llevadas a cabo en mayor
medida por la levadura S. cerevisiae pero también por una gran variedad de especies que se
desarrollan en las primeras fases de la vinificacion espontanea aportando gran cantidad de

metabolitos al vino.

Este trabajo tuvo como objetivo el estudio de las poblaciones de levaduras no-
Saccharomyces presentes en fermentaciones espontaneas de la D.O.Ca. Rioja para conocer
mejor este grupo de microorganismos y su posible uso en beneficio de una mayor calidad de

los vinos.

Se realizaron dos ensayos diferentes. En el primero se estudi6 la diversidad especifica
de la poblacion de levaduras a lo largo de la fermentacion alcoholica espontanea de los vinos,
sin tener en cuenta la frecuencia de aparicion de cada una de las especies. Para ello, se
tomaron muestras de tres vinificaciones diferentes de uvas procedentes de tres subzonas de la
D.O.Ca. Rioja: Rioja Alta, Rioja Media y Rioja Baja. La toma de muestras tuvo lugar en
nueve momentos: 0 (encubado), 6, 18, 24, 30, 42, 48, 120 (fermentacion tumultuosa) y 216
horas (fin de fermentacion). Tras el cultivo y recuento de las muestras en medio Agar Malta,

de cada una de ellas se seleccionaron diez colonias basandose en su diferente morfologia.

En el segundo ensayo, llevado a cabo en la vendimia siguiente, se determind la
contribucién cuantitativa de cada una de las especies encontradas a lo largo de una
fermentacion alcohodlica espontanea. En este ensayo se tomaron muestras de una sola
vinificacion de uvas procedentes de la zona de Rioja Baja en diez momentos: 0 (encubado), 8,
20, 32, 44, 56, 72, 96, 120 (fermentacion tumultuosa) y 216 horas (fin de fermentacion). Se
cultivé en medio Agar Malta y tras el recuento se seleccionaron 25 colonias al azar de cada

una de las muestras.

Todas las levaduras seleccionadas en los dos ensayos fueron sometidas a la técnica de
PCR-RFLP de la region 5.8S-ITS del DNA ribosomico para proceder a su identificacion a

partir de los perfiles genéticos obtenidos y su comparacion con los obtenidos de diversas
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bases de datos de otros autores. Algunas levaduras no pudieron identificarse mediante este

procedimiento por lo que se recurri6 a la secuenciacion del producto amplificado por PCR.

En el primer ensayo se identificaron en total 17 especies diferentes, incluyendo a S.
cerevisiae. En la elaboracion de Rioja Alta se encontraron 12 especies diferentes, en la de

Rioja Media 7 y en la de Rioja Baja 14 especies.

C. stellata y K. apiculata fueron las dos tnicas especies encontradas repetidamente en
las tres elaboraciones y se detectaron hasta la fermentacion tumultuosa en las elaboraciones de
Rioja Media y Baja. Se identificaron otras especies en sucesivos muestreos, pero solo en una
de las elaboraciones: Pichia sp en Rioja Alta, M. pulcherrima y Zygosaccharomyces veronae
en Rioja Media e I. orientalis y Z. bailii en Rioja Baja, lo que podria deberse a la diferente

carga microbiana de cada uva o a las caracteristicas de cada mosto.

Todas esas levaduras ya habian sido relacionadas con las fases tempranas de la
vinificacion por otros autores, asi como otras especies y géneros encontrados esporadicamente
en las elaboraciones realizadas (7. delbrueckii, Rhodotorula rubra, A. pullulans e

Issatchenkia sp).

También se identificaron especies no relacionadas previamente con la vinificacion,

como Candida sorboxylosa, C. stellimalicola y Z. helenicus.

En todos los casos, en el muestreo de fin de fermentacion solo se detectd S. cerevisiae.
Ademas, se comprobo como el desarrollo de esta especie condicion6 la presencia a lo largo
del tiempo de las levaduras no-Saccharomyces. Asi, en la elaboracion de Rioja Alta en la que
S. cerevisiae fue detectada desde el primer momento, no se identificd ninguna especie mas a
las 48 horas del encubado, a diferencia de las otras elaboraciones en las que se detectaron no-

Saccharomyces hasta las 120 horas del encubado.

En el ensayo llevado a cabo el segundo afo se identificaron siete especies diferentes a
lo largo de la fermentacion, incluyendo S. cerevisiae. Todas ellas habian sido ya detectadas en

el ensayo del afio anterior.

Dos especies, C. stellata y K. apiculata, se identificaron en altas proporciones (mas
del 80% de las colonias estudiadas entre las dos) hasta el muestreo de las 72 horas. S.

cerevisiae fue detectada por primera vez a las 56 horas del encubado, en una proporcion del
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4% de la poblacion. Por su parte, levaduras del género Pichia fueron identificadas en
repetidos muestreos hasta las 72 horas y las especies 1. ferricola y M. pulcherrima fueron
detectadas solo en uno de los momentos, a las 8 horas del encubado, en una proporcion muy

baja.

En este trabajo se comprobo que las especies no-Saccharomyces mejor adaptadas a las
fermentaciones estudiadas, de entre la considerable diversidad de especies que se detectd en
estos ensayos, fueron C. stellata y K. apiculata, dada su repetida aparicion en las tres
elaboraciones del primer afo y su elevada proporcion poblacional en la elaboracion del
segundo afo. Esto debe llevar a la conclusion de que el metabolismo de estas levaduras puede

tener un importante impacto sobre el resultado final de la vinificacion.
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Resumen

Las levaduras presentes en las fermentaciones alcoholicas espontdneas de los mostos
proceden de la propia uva. Pero, ademas, existe otra fuente de microorganismos que puede
actuar como origen de las levaduras encontradas durante esas fermentaciones o incluso en
vinos terminados: las superficies y el material de la bodega, con los que entran en contacto la

uva, el mosto o el vino durante su procesado.

Los estudios acerca de las levaduras presentes en el material de bodega se han
centrado hasta ahora fundamentalmente en la especie S. cerevisiae y su diversidad
intraespecifica, por lo que el objetivo de este trabajo fue estudiar la poblacion de levaduras
no-Saccharomyces en las superficies del material de cuatro bodegas de la D.O.Ca. Rioja.
También se estudiaron las levaduras presentes en los primeros mostos encubados en cada

bodega para determinar si habia coincidencia entre las especies de ambos medios.

El estudio se realiz6 en una bodega de cada subzona de la D.O.Ca. Rioja: Baja, Media,
Alta y Alavesa (bodegas 1, 2, 3 y 4, respectivamente). Se tomaron muestras de las superficies
de las instalaciones de las bodegas, antes de la entrada de la primera uva de la campafia, en
diez puntos diferentes: tolva de recepcion, despalilladora, estrujadora, bomba de pastas, pared
del depodsito de fermentacion, boca de salida del deposito, prensa neumadtica, bomba de

trasiego, suelo de la bodega y pared de la bodega.

Se utilizaron placas Rodac con medio de cultivo CGA para la recogida de esas
muestras y tras su incubacion se realizo el recuento y se seleccionaron al azar cinco colonias

de cada placa para su identificacion.

Ademas, se tomd una muestra del mosto del primer deposito encubado en la campana
en cada bodega a las 24 horas del llenado del mismo. Tras la siembra de las muestras en
medio de cultivo CGA y posterior incubacidn, de cada una se seleccionaron 10 colonias para
su identificacion. Todas ellas, tanto las obtenidas de las superficies como las del mosto,
fueron identificadas mediante la técnica de PCR-RFLP aplicada a la regién 5.8S-ITS del
ADN ribosomico.
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Las levaduras identificadas en las superficies se clasificaron en los siguientes grupos:
géneros no fermentativos ni presentes en vinificaciones (I), géneros y especies con cierta
capacidad fermentativa y de desarrollo en vinificaciones o en vino almacenado (II) y la

especie Saccharomyces cerevisiae (111).

Considerando el conjunto de las cuatro bodegas estudiadas, el 26% de las levaduras
identificadas procedentes de las instalaciones (media de las cuatro bodegas) pertenecia al
grupo . Los grupos II y III, formados por especies que participan de una forma u otra en las
vinificaciones, representaron el 38% y el 36% respectivamente. El conjunto de los grupos Iy
II, formado por levaduras no-Saccharomyces, supuso el 64% del total de colonias

identificadas.

En la bodega 4, a diferencia de las otras tres, solo se aislaron levaduras en cuatro de
los diez puntos de muestreo, lo que pudo atribuirse al diferente método de limpieza empleado:
las instalaciones de esta bodega se limpiaron con una solucion de metabisulfito potasico,
mientras que en las otras tres se hizo con una solucion de hidroxido de sodio y posterior

enjuague con agua.

La especie S. cerevisiae fue mayoritaria solo en seis puntos de muestreo del total de 30
en los que fue detectada, lo que contradice la idea de que sea la especie dominante en la

colonizacion de superficies en las bodegas, si bien fue identificada en las cuatro bodegas.

El resto de aislados pertenecia al grupo no-Saccharomyces. En total, entre las cuatro
bodegas, se identificaron 18 especies diferentes en las superficies, ocho de las cuales se
encontraron en la bodega 1; nueve en la bodega 2; nueve en la bodega 3 y cuatro en la bodega
4. Los géneros a los que pertenecian esas especies fueron: Cryptococcus, Aureobasidium,
Torulaspora, Kloeckera, Pichia, Metschnikowia, Candida, Rhodotorula, Debaryomyces y
Zygosaccharomyces, siendo Pichia y Cryptococcus los TUnicos no-Saccharomyces
identificados en las instalaciones de las cuatro bodegas. A diferencia de lo referido por otros
autores, no se detectd la presencia de B. bruxellensis, quiza debido a la utilizacion de un

medio de cultivo no especifico para esta levadura.

Con respecto a la muestra analizada de los mostos a las 24 horas del encubado, se
identificaron las especies K. apiculata en las bodegas 1, 2 y 3, Z. veronae en la bodega 1 y

Candida sp en la bodega 4. La Unica especie aislada tanto en las superficies de la bodega
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como en el mosto de la misma fue Z. veronae, lo que podria sefialar la transmision de esa

especie desde el material hasta la uva encubada.

En conclusion, se observé la importante presencia de las levaduras no-Saccharomyces
en las superficies de las bodegas, incluso después de la limpieza de las mismas, muy por
encima de la poblacion de S. cerevisiae. Estas especies pueden ser transferidas por contacto
con la uva o el mosto a los depositos en fermentacion, por lo que su posible contribucion en

las fermentaciones alcohdlicas y en los vinos debe ser tomada en cuenta.
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Resumen

La diseminacion de levaduras en una bodega ocurre mediante la manipulacion del
material de la bodega, del persona, y también a través del aire, tanto de levaduras
participantes en la fermentacion alcohdlica como levaduras de contaminacion. Numerosos
estudios se han realizado acerca de la ecologia microbiana de las bodegas, centrandose en las
poblaciones de levaduras presentes en las superficies y en el material de bodega, asi como en
los mostos y vinos almacenados. Sin embargo, la poblacion levaduriforme que puede

detectarse en el aire de las bodegas no ha sido apenas estudiada.

En este trabajo se planted el objetivo de conocer la poblacion de levaduras presentes
en el aire de una bodega a lo largo de un afio, estudiando cuatro zonas diferenciadas: nave de

elaboracion, nave de crianza en barrica, nave de crianza en botella y nave de embotellado.

Para ello se tomaron muestras de aire en una bodega de la D.O.Ca. Rioja
mensualmente durante un afio con el muestreador de aire airlDEAL 3P. Se emplearon dos
medios de cultivo, CGA, medio genérico para levaduras, y MR, medio de revitalizacion con
un filtro de 0.45 um que posteriormente fue transferido a medio DBDM, selectivo para los

géneros Brettanomyces/Dekkera.

Tras la incubacion de las muestras se realizaron los recuentos poblacionales y se
selecciond un maximo de diez colonias al azar de cada una de ellas para su identificacion
mediante la técnica de PCR-RFLP aplicada a la regiéon 5.8S de la region ITS del ADN
ribosomico. En algunos aislados la identificacion se realizd mediante la secuenciacion del

fragmento amplificado por PCR de los dominios D1 y D2 del gen 26S del ADN ribosémico.

En general, en las cuatro zonas estudiadas se detectaron poblaciones bajas de
levaduras en el aire, inferiores a 20 NMP/m’, a lo largo de todo el afio. Sin embargo, se
detectdé un aumento importante en la poblacion en la nave de elaboracion durante las
vinificaciones (octubre), relacionado con el aumento de actividad en la bodega y con la
fermentacion alcohodlica que estaba teniendo lugar en los depdsitos. Por ello, la mayoria de las

levaduras identificadas en el aire en ese momento pertenecian a la especie S. cerevisiae. Por
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otra parte, en la zona de embotellado se produjeron los recuentos mas altos de forma continua,
lo que podria atribuirse a que es una zona que presenta actividad en cualquier de la época del
ano. En las zonas de crianza en barrica y en botella, situadas ambas en una planta inferior de
la bodega estudiada, se detectaron poblaciones algo menores, sin variaciones a lo largo del

periodo estudiado.

En cuanto a los géneros y especies identificados, la gran mayoria pertenecia al grupo
no-Saccharomyces, siendo levaduras con escasa o nula actividad fermentativa. Los géneros
mayoritarios fueron Cryptococcus, que ademds presentd la mayor diversidad especifica con
11 especies diferentes, y Sporidiobolus. Otros géneros identificados fueron Candida, Pichia,
Rhodotorula, Debaryomyces, Aureobasidium, Sporobolomyces, Williopsis, Torulaspora,
Bullera y Saccharomyces. En general, son levaduras consideradas como indicadoras del nivel
de higiene que, normalmente, en condiciones adecuadas de manipulacion, no producen
contaminaciones en el vino, a excepcion de los géneros Candida y Pichia. El género
Dekkera/Brettanomyces, importante levadura de alteracion, no fue detectado ni siquiera en el

medio especifico DBDM.

Por zonas, se observo el predominio de ciertos géneros en alguna de ellas: en la nave
de crianza en barrica se detectd una mayoria de los géneros Debaryomyces 'y Sporobolomyces,

y en la zona de embotellado predominaron Candida y Sporidiobolus.

Tres géneros fueron detectados exclusivamente en la zona de embotellado:
Torulaspora, Williopsis y Bullera. Dado que estas dos tltimas no se detectan normalmente en
uvas, vinos o bodegas, probablemente procederian del material auxiliar utilizado en el
embotellado. Esta zona, que fue la que presentd la mayor poblacion a lo largo del afio,
también mostrd la mayor diversidad, con 12 géneros diferentes. Este resultado indicaria que
es el lugar de la bodega con mayor riesgo de contaminacion del vino a partir del aire en un

momento delicado, puesto que el embotellado es el proceso previo a su salida al mercado.

S. cerevisiae solo fue detectada en la zona de elaboracion durante el periodo de
vinificacion de forma mayoritaria (80%), y, en menor medida, en la zona de embotellado,

zona anexa a la anterior.

Los resultados de este estudio permiten afirmar que hay una gran diversidad de

especies de levaduras en el aire de una bodega, con poblaciones que se mantienen estables a
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lo largo del afio si se mantiene el nivel de actividad. Estas poblaciones son mas elevadas
cuando hay mas actividad en la bodega, con una mayor diseminacion de microorganismos en

el aire.
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Resumen

El conocimiento de la diversidad de microorganismos presentes en las bodegas es
fundamental, asi como los mecanismos de diseminacion de los mismos, ya que pueden dar
lugar a contaminaciones en los vinos durante su almacenamiento y crianza. El aire actia como
vehiculo transportador de levaduras y otros microorganismos, sobre todo cuando se estd
manipulando el mosto o el vino, por lo que puede ser una fuente de diseminacion y

contaminacion en las bodegas.

Algunos géneros y especies de levaduras pueden afectar negativamente a la calidad de
los vinos, como es el caso de B. bruxellensis, productora de etilfenoles que aportan olores
desagradables de tipo animal. En los ultimos afios se estdn realizando numerosos estudios
para aproximarse a su ecologia, origen y diseminacion en las bodegas, donde algunos autores

ya han detectado su presencia en muestras de aire.

En el trabajo anterior se recabaron datos acerca de la composicion cualitativa y
cuantitativa de la micobiota del aire de una bodega y en este se pretende extender el estudio a
tres bodegas para comparar los resultados en distintas condiciones y, asi, considerar el riesgo

de contaminacién microbioldgica a través del aire.

En estas bodegas se tomaron muestras de aire de cuatro zonas: nave de elaboracion,
nave de crianza en barrica, nave de crianza en botella y nave de embotellado, en cuatro épocas
del afo: primavera, verano, otofio e invierno. Cada bodega tenia una distribucion, tamafio y

edad diferentes a las otras.

Se utilizo el muestreador de aire airlDEAL 3P empleando dos medios de cultivo,
CGA, genérico para levaduras y MR, medio de revitalizacion con un filtro de 0.45 um que
posteriormente fue transferido para su incubacion a medio DBDM, selectivo para el género
Brettanomyces/Dekkera. Se realizaron los recuentos de colonias y se seleccioné un maximo
de diez de ellas al azar de cada muestra para su identificacion con la técnica de PCR-RFLP
aplicada a la region 5.8S de la region ITS del ADN ribosomico. La identificacion de B.

bruxellensis se realiz6 mediante la técnica de PCR anidada.
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Se obtuvieron recuentos bajos de levaduras en el aire en la mayoria de los muestreos
(inferiores a 20 NMP/m’), detectandose la influencia de las actividades llevadas a cabo en
cada momento en las diferentes zonas. Asi, en las tres bodegas hubo un aumento de la
poblacion de levaduras en el aire de la zona de elaboracion durante la época en que tuvieron
lugar las vinificaciones. En las zonas de embotellado se encontraron asimismo mayores
poblaciones de levaduras cuando estaba en funcionamiento la linea de embotellado. Por otro
lado, en las zonas de crianza en botella y crianza en barrica, se detectaron poblaciones mas
bajas, debido a la escasa actividad en las mismas, excepto en la segunda bodega, con un
mayor recuento de levaduras en la zona de barricas, comunicada con el exterior de la bodega,

y con mayores movimientos de aire, lo que podria ser la causa de esa mayor poblacion.

La mayoria de las levaduras aisladas en el aire de las tres bodegas pertenecian al grupo
no-Saccharomyces, detectando S. cerevisiae sélo en el aire de la zona de elaboracion durante
el periodo de vinificacion. En general, se encontraron de forma continua en las tres bodegas
los géneros Aureobasidium y Cryptococcus, aunque también se encontraron pequeias
diferencias entre bodegas en cuanto a la presencia de géneros minoritarios, diferencias que
podrian deberse al distinto grado de adaptacion de cada uno de ellos a cada ecosistema, el
denominado “efecto bodega”. La mayoria de las levaduras identificadas pertenecian al grupo
de los Ascomicetos esporulados, Basidiomicetos y levaduras productoras de mucilagos, ya
descritos anteriormente como parte de los microorganismos presentes en el aire de fabricas de

bebidas, cuyas caracteristicas les hacen adaptarse mejor a las condiciones estresantes del aire.

La zona de la embotelladora, que presentd en general los mayores recuentos de
levaduras, podria ser la zona de mayor riesgo de contaminacion de los vinos. Sin embargo, en
este estudio, tanto los géneros encontrados de forma continua a lo largo del afio en esa zona
(Cryptococcus, Sporidiobolus o Rhodotorula), como otros identificados de forma mas puntual
(Debaryomyces, Williopsis o Aureobasidium) son levaduras con escasa o ninguna capacidad

de colonizar y contaminar el vino, a no ser que se manipule inadecuadamente.

En cuanto al medio de cultivo DBDM, se obtuvieron recuentos sensiblemente
inferiores a los obtenidos en el medio CGA, todos inferiores a 2 NMP/m°, a excepcion de uno
de 5 NMP/m’ y otro de 18 NMP/m’ en la zona de barricas de dos de las bodegas. De todos los
aislamientos realizados en este medio de cultivo (109 en total), la especie B. bruxellensis fue

identificada unicamente en la muestra tomada en verano en la zona de barricas de una de las
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bodegas, donde se aislaron 53 colonias pertenecientes a esta especie. Cuando tuvo lugar la
toma de muestras se estaban llenando unas barricas con un vino, que, tras su analisis,
evidencio la presencia de esa levadura y de altos niveles de etilfenoles. Con ello se confirmé
la influencia de la manipulacion del vino en la proyecciéon de levaduras al aire y la
diseminaciéon de microorganismos a través del mismo. Por ello, la manipulaciéon de vinos
contaminados con esta levadura necesita la adopcion de medidas preventivas para evitar el

paso de los microorganismos al aire y de ahi a otros vinos.
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Resumen

El aire es un medio de diseminacion de microorganismos en las bodegas. Estos
microorganismos pueden participar en la elaboracion de los vinos y también alterarlos. De
entre ellos, los mas importantes son las levaduras porque realizan la fermentacion alcohdlica,
pero también hay que considerar algunos géneros alterantes como Pichia o Brettanomyces por

su influencia en la calidad de los vinos.

Las levaduras normalmente se encuentran en poblaciones bajas en el aire, por lo que
para detectarlas es necesario recurrir a aerobiocolectores que analizan un volumen de aire
considerable en poco tiempo. El aire recogido debe impactar en medios de cultivo adecuados
para el recuento y la posterior identificacion de los microorganismos. Ademas, las levaduras
presentes en el aire estdn sometidas a una situacion de estrés debido a factores como la
deshidratacion o la ausencia de nutrientes. Esto hace mas dificil su desarrollo en ciertos
medios de cultivo selectivos, que suponen un factor adicional de estrés. Para paliar estas
dificultades se recomienda el uso de medios de revitalizacion, que facilitan la recuperacion de

microorganismos desde ecosistemas estresantes.

En este trabajo se evalu6 el uso de distintos medios de cultivo para recuperar las
especies de levaduras presentes en el aire de las bodegas que pueden determinar la calidad de
los vinos utilizando un muestreador de aire que permitia recoger un volumen de aire

adecuado.

Se tomaron muestras de aire en cuatro bodegas de la D.O.Ca. Rioja y los muestreos se
realizaron en cuatro momentos del afio: primavera, verano, otofio (época de elaboracion) e
invierno, y en cuatro zonas: nave de elaboracion, embotelladora, nave de crianza en barrica y

nave de crianza en botella.

Se utilizé el colector de aire airlDEAL 3P (BioM¢érieux). Los medios de cultivo
utilizados en cada uno de los muestreos fueron CGA, medio genérico para levaduras, AL,

comunmente utilizado para el aislamiento de levaduras no-Saccharomyces, y MR con un filtro
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de papel de 0.45 pum, utilizado como medio de revitalizacion para el medio de cultivo DBDM,

especifico para el género Brettanomyces/Dekkera.

Tras la incubacion y los recuentos, se seleccionaron diez colonias al azar de cada una

de las placas, que fueron identificadas molecularmente con la técnica de PCR-RFLP.

Se obtuvo un total de 192 placas de cultivo. En 63 de ellas no se detectd crecimiento
alguno, en otras 71 hubo un crecimiento inferior a 10 colonias por placa y en las restantes 58
el crecimiento fue mayor a 10 colonias. Los recuentos, por tanto, fueron muy bajos, a

excepcion de los obtenidos en las zonas de elaboracion en la época de vinificacion (otoio).

El medio CGA proporcioné los mayores recuentos (54% del total de colonias), sobre
todo en otono en la zona de elaboracién y en primavera e invierno en las zonas de
embotellado y crianza en barrica, coincidiendo con momentos de mayor manipulacion de
mosto o vino en esas zonas. En el medio AL se recogio el 40% del total de las colonias, con
los mayores recuentos también en otofio en la zona de elaboracion. En el medio DBDM se
encontraron los recuentos mas bajos, solo el 6% del total de las colonias encontradas, debido

probablemente a la gran selectividad de este medio de cultivo.

En cuanto a las identificaciones realizadas, se encontraron 17 géneros diferentes en

total: 12 de ellos en CGA, 14 en AL y 10 en DBDM.

El medio DBDM, a pesar de estar disefiado para detectar el género
Brettanomyces/Dekkera, también permite el crecimiento de otras levaduras. En cualquier

caso, este fue el inico que permitio el crecimiento de la especie B. bruxellensis.

En cuanto a la diversidad especifica, se encontraron 44 especies distintas entre los tres
medios de cultivo: 27 de ellas crecieron en CGA y cinco de éstas solo en este medio; 34
crecieron en AL, 11 de las cuales lo hicieron exclusivamente en este medio; 11 especies

diferentes crecieron en DBDM, y solo 4 de ellas inicamente en este medio.

La especie S. cerevisiae fue detectada en los medios CGA y AL. Otras especies y
géneros fueron detectados en los tres medios, como K. apiculata, D. hansenii, Candida,

Pichia o Aureobasidium.
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En conclusion, los medios de cultivo CGA y AL permitieron el crecimiento de
levaduras del aire sin necesidad de una fase de resucitacion. El medio CGA parece el mas
indicado para realizar recuentos mas fieles desde un punto de vista cuantitativo, ya que
proporcion6 los mayores valores en niimero de colonias por volumen de aire. Sin embargo, el
medio AL parece el mas indicado para estudios de diversidad, pues presentd la mayor
variedad de géneros y especies. El medio DBDM fue el Ginico que permitio la deteccion de la
especie B. bruxellensis, gracias a su composicion y las condiciones de incubacion, aunque con

una fase previa de revitalizacion en medio MR.
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Este trabajo pretende dar una vision de las levaduras presentes en distintos ecosistemas
vitivinicolas, estudiando sus poblaciones y su diversidad, desde la primera fuente de
microorganismos, la uva, hasta la micobiota presente en distintos elementos de las bodegas,

como los equipos, materiales, o el aire de las mismas.

Todas esas levaduras pueden participar de forma importante en los procesos
relacionados con la vinificacion, tanto en la preservacion de la calidad sanitaria de las uvas y
su efecto sobre otros microorganismos, como en la fermentacion, o en alteraciones de los
vinos durante su crianza y almacenamiento en las bodegas. Por ello se realizé un estudio de

cada uno de los ecosistemas en los que podemos encontrar esas levaduras.

Los dos primeros trabajos de esta tesis van enlazados, pues en el primero de ellos se
estudiaron las levaduras presentes en cuatro muestras de uvas de la regioén y en el segundo se
estudiaron las levaduras presentes en los mostos de esas uvas después de ser procesados en

bodega y a lo largo de su fermentacion alcohdlica espontanea.

En el estudio de la uva realizado en dos campaias consecutivas, las poblaciones de
levaduras al final de la maduracién siempre estuvieron dentro del orden de 10°-10* UFC/baya.
Sin embargo, no se pudo concluir que un mayor grado de madurez de la baya implicara
siempre un aumento en las poblaciones, puesto que el primer afio las poblaciones de levaduras
eran mayores a medida que se alcanzaba el fin de la maduracion en los tres vifiedos pero en la

parcela analizada al afio siguiente, la poblacion fue menor en el ultimo muestreo.

Se produjo en todos los casos un aumento en la diversidad de especies presentes a
medida que maduraban las uvas, principalmente en Rioja Media, lo que estaria relacionado
con el estado de la baya madura: mayor superficie de adhesion y mejor acceso a los nutrientes
para los microorganismos. En cualquier caso, el numero de especies detectado no fue muy
elevado, posiblemente debido al método utilizado para recuperar las levaduras, en el que el
tiempo de lavado fue quiza insuficiente. También pudo deberse a la técnica de siembra
empleada, sin un paso previo de revitalizacion, que hubiera permitido recuperar especies que

se encontraran en muy bajo nimero o en estado no cultivable.
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En cuanto a las especies identificadas algunas se encontraron en las uvas de las tres
zonas estudiadas, como C. magnus, y otras, solo en una o dos de ellas, debido probablemente
a las diferencias climaticas y a las practicas culturales de cada viniedo, que determinan en cada
baya una carga microbiana especifica diferente. En el conjunto de las tres zonas se
identificaron siete especies: C. magnus, M. pulcherrima, K. apiculata, C. stellata, A.

pullulans, R. glutinis y C. stellimalicola.

Cuando en el segundo ensayo con uvas de la zona de Rioja Baja se estudio la
importancia cuantitativa de cada especie, se identificaron cinco de las anteriores: C. magnus,
M. pulcherrima, K. apiculata, A. pullulans y R. glutinis. De ellas, C. magnus, fue la tunica
detectada en todos los muestreos de los dos ensayos realizados en uvas. Es un género
frecuente en las uvas aunque carece de metabolismo fermentativo, como se pudo comprobar

en los estudios posteriores sobre las fermentaciones, donde no fue identificada.

K. apiculata tuvo una presencia continua en las uvas, y después en las fermentaciones,
realizadas en el estudio posterior. No se observd lo mismo en C. stellata, que no fue
identificada de forma continua en las uvas, pero después si estuvo presente de manera

importante en las fermentaciones.

Podemos senalar que R. glutinis es una levadura poco habitual en ecosistemas
vitivinicolas y que, sin embargo, en este trabajo se aislé en uvas de las tres subzonas, aunque

en ninglin caso en las fermentaciones monitorizadas.

La especie S. cerevisiae no fue identificada en las uvas, debido probablemente, a que

se encuentre en poblaciones tan bajas que no pueda ser detectada en los muestreos habituales.

De todas estas especies, las encontradas en mayor numero fueron 4. pullulans y K.
apiculata, seguidas de C. magnus. Estas tres constituyeron la mayor parte de la micobiota de
las uvas, aunque puede haber una gran variabilidad de unas uvas a otras y de un afo a otro,
influenciada entre otros factores por las condiciones climaticas. La participacion de estas
especies en las fermentaciones y/o en la conservacion de los vinos dentro de las bodegas fue

estudiada posteriormente.

Para analizar la presencia y posible contribucion de las levaduras no-Saccharomyces

procedentes de las uvas en la vinificacion se hizo el seguimiento de las fermentaciones
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alcoholicas correspondientes a cada una de las parcelas muestreadas en los ensayos anteriores,
comprobando asi la coincidencia o no de las especies en los dos medios. Las levaduras
identificadas a lo largo de las fermentaciones podrian proceder tanto de la uva como del
material de bodega, pues las superficies del equipamiento de las bodegas albergan
normalmente levaduras vinicas procedentes de campafias de elaboracion anteriores. El
conocimiento de ese otro medio, las superficies, fue el objeto de estudio de otra parte del

trabajo de esta tesis doctoral.

Al estudiar las fermentaciones de las uvas procedentes de las tres subzonas de Rioja
del trabajo anterior, se encontré una mayor diversidad de levaduras que en las uvas. EI mosto
es un medio con gran disponibilidad de nutrientes, lo que favorece el desarrollo de estos
microorganismos. Ademas, hay que tener en cuenta que puede contener especies procedentes
del equipamiento de la bodega: despalilladora, estrujadora, bombas, etc. De entre las 17
especies no-Saccharomyces identificadas, C. stellata y K. apiculata fueron las unicas
encontradas de forma reiterada en las tres elaboraciones. Otras especies o géneros se
encontraron en sucesivos muestreos, pero solo en una de las elaboraciones estudiadas, como
Pichia sp, M. pulcherrima, Z. veronae, I. orientalis y Z. bailii, todas conocidas por su
presencia en mostos y primeras fases de la fermentacion, o como levaduras de alteracion. La
presencia de unas u otras en cada elaboracion podria deberse a la micobiota de la uva al
proceder de vinedos de distintas zonas o a las caracteristicas concretas de cada mosto, factores

que favorecerian el desarrollo de unas u otras especies.

El resto de levaduras estuvieron presentes de forma esporadica al inicio de las
fermentaciones como 7. delbruekii, R. rubra, Issatchenkia sp, C. sorboxylosa 'y Z. helenicus,
lo que permite deducir su escasa adaptacion al medio fermentativo con un grado alcohdlico

cada vez mas elevado.

La mayoria de las especies identificadas en las fermentaciones no habian sido
detectadas en las uvas, quizd por encontrarse en poblaciones muy bajas o por no estar
presentes en las mismas. En este caso podriamos hablar de un hipotético origen en el contacto

del mosto con los materiales y equipos de la bodega.

En las tres elaboraciones, al final de la fermentacion solo se aisloé la especie S.

cerevisiae, mas resistente al etanol que el grupo de las no-Saccharomyces en general, si bien
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algunas especies presentan una resistencia considerable, ya que en la etapa de fermentacion

tumultuosa, junto a S. cerevisiae estuvieron presentes C. stellata y K. apiculata.

Debemos sefialar que en la elaboracion con uvas de Rioja Alta, donde la especie S.
cerevisiae se detectd desde el inicio del encubado, no se identificé ninguna otra especie en la
fermentacion tumultuosa, quizd debido a la buena adaptacion de S. cerevisiae al medio
fermentativo, lo que haria aumentar rapidamente su poblacion en detrimento del resto de

especies.

En cuanto a la presencia en el mosto y durante la fermentacion de las levaduras
detectadas en las uvas, se observaron diferencias en funcioén de la zona. En el caso de Rioja
Alta solo A. pullulans se detectd en ambos medios. M. pulcherrima y K. apiculata se
detectaron en Rioja Media, tanto en las uvas como en los primeros dias de la fermentacion. En
Rioja Baja, K. apiculata y C. stellata presentes en las uvas, también participaron en la

fermentacion.

En el segundo ensayo, realizado para determinar la importancia cuantitativa de cada
especie de levadura en la fermentacion realizada con uvas de Rioja Baja, se identificaron siete

especies, todas detectadas en el ensayo del afio anterior.

Dos de ellas, C. stellata y K. apiculata, ademas de S. cerevisiae, participaron de forma
continua en la fermentacion, como ya se habia observado de forma general el afio anterior vy,
ademds, con unas poblaciones importantes, puesto que hasta las 72 horas del encubado
supusieron el 80% de todas las levaduras identificadas. Esto sugiere la gran influencia de su
metabolismo en las caracteristicas organolépticas del vino resultante. Su mayor tolerancia a
niveles elevados de etanol les permitio estar presentes a las 96 horas en el caso de K.

apiculata y a las 120 horas en el de C. stellata.

Otro grupo de levaduras que se identificé repetidamente en esta fermentacion fue el
género Pichia, principalmente la especie P. kluyveri. En las fermentaciones del afo anterior
también se habia detectado este género en fases avanzadas de las mismas y este afio se
confirm6é su importancia cuantitativa en la fermentacion espontinea. Asimismo, se
identificaron las especies 1. terricola y M. pulcherrima en bajas proporciones. No fueron

detectadas en las uvas durante el periodo de maduracidon, por lo que podrian haberse
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encontrado también en las uvas en muy bajo nimero, o proceder del equipamiento de la

bodega.

En este ensayo, S. cerevisiae fue identificada en todos los muestreos a partir de las 56
horas desde el encubado, en un principio en proporciones bajas, debido a la competencia del
resto de especies, pero de forma mayoritaria a partir de las 96 horas, siendo la tnica especie

presente al finalizar la fermentacion alcoholica.

Como hemos visto, la presencia de levaduras no-Saccharomyces podria influir de
manera importante en las caracteristicas del vino final, tanto positiva como negativamente,
por lo que es necesario el conocimiento de las especies presentes en las fermentaciones
espontaneas para poder llevar a cabo un control adecuado del producto final. Ademas, este
conocimiento puede contribuir a la mejora de la calidad de los vinos, lo que se ha puesto de
manifiesto actualmente en el desarrollo en estos ultimos afios de Levaduras Secas Activas del
grupo no-Saccharomyces, como P. kluyveri, T. delbrueckii o C. stellata, para la inoculacion

de fermentaciones alcoholicas junto con S. cerevisiae.

Estas levaduras pueden proceder de las uvas, pero también de los equipos de las
bodegas, por lo que se continud el trabajo estudiando las especies presentes en las superficies
y equipos de cuatro bodegas de la region y en los mostos recién encubados en las mismas.
Asi, el objetivo fue comprobar qué tipo de levaduras permanece en las bodegas afio tras afo y

si colonizan el mosto en contacto con los equipos.

En las cuatro bodegas estudiadas se observo que entre el 60 y el 70% de las colonias
identificadas eran levaduras del grupo no-Saccharomyces y el resto correspondia a la especie
S. cerevisiae. Esto parece indicar la resistencia de este grupo de levaduras a la presion que
ejerce S. cerevisiae, pues permanecen en el ecosistema de la bodega en mayor porcentaje que
esta ultima en condiciones de no fermentacion. La importancia de esta via de inoculacion de
los mostos con levaduras no-Saccharomyces deberia tenerse en cuenta, puesto que algunas de

ellas son iniciadoras de las fermentaciones espontaneas.

Dentro de ese grupo de no-Saccharomyces, las levaduras no fermentadoras, aunque
mayoritarias en las uvas, como Cryptococcus spp. y A. pullulans, supusieron el 26% de media
de todas las colonias. Son, por tanto, capaces de sobrevivir en las superficies, favorecidas por

un metabolismo aerobio, a pesar de que no se desarrollan en las fermentaciones.
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Pero fue el grupo de las levaduras no-Saccharomyces con cierta capacidad
fermentadora junto con S. cerevisiae las detectadas mayoritariamente en las bodegas. Estas
especies que permanecen en la bodega pueden desarrollarse en los depdsitos en fermentacion
de la misma manera que ocurre con la especie S. cerevisiae, que, como hemos visto en los
anteriores trabajos, no fue identificada en las uvas estudiadas en ningun caso, lo que sugiere
que su origen se encuentra en los materiales de la bodega en contacto con el mosto. Por lo
tanto, esto deberia tenerse en cuenta debido a la influencia de este grupo de levaduras en las
caracteristicas del vino final si se demuestra que participan en la vinificacion. Asi, es
importante conocer su procedencia, su permanencia en la bodega, sus modos de diseminacion
de unas zonas a otras o de unos medios a otros (uvas, mostos, superficies) y, también, cuales
son las condiciones para que se mantenga esa poblacioén en esos equipos y coémo puede afectar

a ello el grado de limpieza de los mismos o el método empleado para realizarla.

En el estudio se identificaron 18 tipos de levaduras, correspondientes a distintos
géneros y especies. De entre todos ellos, los géneros Pichia y Cryptococcus y la especie P.
anomala fueron detectados en las cuatro bodegas. T. delbruekii y P. membranaefaciens se
detectaron en tres bodegas. A. pullulans, K. apiculata y D. hansenii se aislaron en dos
bodegas y las levaduras restantes solo en una bodega. A pesar de esas diferencias en la
composicion de las poblaciones en las tres primeras bodegas, atribuibles al “efecto bodega”,
es decir, a la aclimatacion por parte de las levaduras a un determinado ecosistema, el tamafo
y la distribucion de las poblaciones fueron similares. Las mayores diferencias se encontraron
en la Bodega 4, lo que podria ser debido al método de limpieza utilizado en los equipos, que
influiria de manera importante en el grado de eliminacion de levaduras presentes en esas
superficies. En esta bodega, donde se utiliz6 una soluciéon acuosa de metabisulfito potasico en
circulacion por las instalaciones sin posterior aclarado, solo se aislaron levaduras en cuatro de
los diez lugares analizados, y tnicamente se identificaron cuatro especies diferentes, con una
mayoritaria, P. membranaefaciens. Es en esta bodega también donde se encontr6 el mayor
porcentaje de S. cerevisiae (40%), quizas porque esta levadura es mas resistente al sulfuroso
empleado en la limpieza que el grupo no-Saccharomyces. En las otras tres bodegas, con una
limpieza a base de solucion acuosa de hidroxido de sodio y posterior aclarado con agua, en
practicamente todos los puntos muestreados se detectaron levaduras y ninguna especie era

mayoritaria entre las nueve identificadas de media en cada bodega. Parece, por tanto, que el
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primer método de limpieza resultd mas eficaz en la eliminacion de levaduras presentes en los

equipos.

Al comparar las especies identificadas en las superficies con las de los mostos
encubados no pudimos deducir claramente que el origen de estas ultimas estuviera en el
contacto con los equipos. Asi, la especie Z. veronae fue la mayoritaria en el mosto de la
bodega 1, y solo en esa bodega se detectd en las instalaciones, pero no ocurrié lo mismo en
las otras tres bodegas, donde Candida sp y K. apiculata, que suponian el 100% de las
levaduras presentes en los mostos a las 24 horas, apenas habian sido detectadas en los
equipos. Por ello, no se justifica que la inoculacion de los mostos con esas especies no-
Saccharomyces se produjera a través del contacto con las superficies de las bodegas. La
presencia y el desarrollo de las levaduras durante la fermentacion alcoholica dependeran,
ademas, de otros factores como son la interaccion entre ellas, la composicion de los mostos y

la capacidad de adaptacion de cada una a las condiciones fermentativas.

La permanencia de levaduras en las superficies de los equipos de la bodega puede
suponer asimismo una fuente de agentes contaminantes. En este ensayo, algunas levaduras de
contaminacion detectadas, como Rhodotorula spp., Cryptococcus spp., D. hansenii o A.
pullulans, dificilmente podrian generar un problema de alteracion en los vinos debido a su
metabolismo aerdbico. Otras, como P. membranaefaciens, P. anomala y Candida spp.
podrian contaminar los vinos formando velos en su superficie, pero Uinicamente en unas
condiciones concretas con vinos expuestos al aire y bajos niveles de sulfuroso. Si es mas
preocupante la presencia de Z. bailii en las superficies y el mosto de la bodega 1. Esta
levadura es causante de refermentaciones en vinos terminados, en los que produce altos
niveles de acidez volatil, pues es muy resistente al anhidrido sulfuroso. Es capaz de
permanecer en el equipamiento entre una campafa y otra y contaminar las nuevas

elaboraciones, alterando los vinos resultantes.

Tras el estudio de las levaduras no-Saccharomyces en uvas, medio fermentativo y
materiales de las bodegas, como lugares de origen, medios de desarrollo y reservorios de estos
microorganismos, se consider6 necesario estudiar el aire dentro de las bodegas como posible
vehiculo de transmision de los mismos. Es un medio bien conocido en otras industrias

agroalimentarias, pero apenas estudiado en la industria enologica.
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Para conocer mejor la presencia de levaduras en el aire y si este puede ser una via de
diseminacion de las levaduras presentes en las uvas, mostos y equipos de las bodegas se
tomaron muestras de aire de distintas zonas de una bodega a lo largo de dos afios, y se
completd con el estudio de otras dos bodegas a lo largo de un afo. Asi, se determind qué
especies estaban presentes en el aire de las distintas zonas de estas instalaciones, la influencia
de distintos factores en su diseminacion, y si las especies encontradas podrian suponer un

riesgo para la elaboracion, la crianza y el almacenamiento de los vinos en las mismas.

El paso al aire de las levaduras presentes en las superficies podria ser uno de los
mecanismos de transmision previos a la colonizacioén por parte de esos microorganismos de
los mostos en fermentacion o de los vinos, puesto que, como hemos visto, las superficies de
los equipos son un reservorio de especies indigenas, lo que da lugar a una especificidad
microbiologica de cada bodega. Pero el aire también podria suponer una fuente de

alteraciones por parte de especies con caracteristicas enologicas negativas.

En el primero de nuestros ensayos, realizado en una bodega, las poblaciones de
levaduras en el aire siempre fueron muy bajas en todas las zonas, inferiores a 20 NMP/m’, y
variaciones en factores como la temperatura o la humedad no influyeron de forma general en

el niimero de levaduras ni en los géneros encontrados en el aire en ninguna de las zonas.

Solo el comienzo de las fermentaciones alcohdlicas dio lugar a un gran incremento de
levaduras en el aire de la zona de elaboracion, fundamentalmente de la especie S. cerevisiae,
por lo que se pudo atribuir este aumento a las levaduras procedentes de los depdsitos en
fermentacion. Ademas, en esta bodega se detectd en el mismo periodo una mayor poblacion
de levaduras en el aire de la zona de embotellado, comunicada con la de elaboracion. Este
hecho sugiere que estos microorganismos procederian de esos depositos: las levaduras se
habrian dispersado por el aire, procedentes de la zona de elaboracion, pues la especie S.
cerevisiae se detectd en la zona de embotellado exclusivamente ese mes. Si esta especie
procediera del vino que se estaba embotellando, su presencia se habria detectado en alguno de

los restantes muestreos.

Otro hecho que parecia confirmar que el nimero de levaduras en el aire estaba
relacionado con el grado de actividad llevada a cabo fueron los mayores recuentos
poblacionales registrados en la embotelladora a lo largo de todo el afio en comparacion con

los registrados en las otras zonas de la bodega. En esta zona, a diferencia del resto, donde la
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actividad es esporadica, se trabajaba a diario: todos los dias se embotellaba vino, lo que
implica la manipulacioén de productos y maquinaria que pueden contener levaduras que pasan

al aire.

Todas las especies identificadas son muy comunes en diversas industrias alimentarias,
aunque en bajos niveles. La mayoria de las levaduras aisladas en el aire de la bodega fueron
especies o géneros incapaces de contaminar o desarrollarse en los vinos, o con muy poca
capacidad para ello, y que no suelen aparecer en las fermentaciones como Cryptococcus,
Aureobasidium, Sporidiobolus, Sporobolomyces, Williopsis o Bullera. Pero también se
identificaron géneros con cierta capacidad de desarrollo en depdsitos en fermentacion o
durante el almacenamiento de los vinos, como Candida, Pichia, Debaryomyces o
Rhodotorula. Estas levaduras, como vimos ya en el estudio de los equipos, pueden dar
problemas de contaminaciones cuando hay residuos de vino en las superficies o una deficiente

proteccion de los vinos frente al oxigeno.

Las principales levaduras que pueden producir alteraciones en los vinos como Z. bailii,
S. ludwigii o B. bruxellensis no fueron detectadas en el aire de esta bodega, a pesar de que en

este trabajo se utilizé el medio DBDM, selectivo para Dekkera/Brettanomyces.

En general, las levaduras identificadas en el aire de las cuatro zonas estudiadas fueron
especies 0 géneros que por sus caracteristicas son muy resistentes a condiciones de estrés
térmico, hidrico, luminico y nutricional y que son habituales en ecosistemas como las
instalaciones de las bodegas y también en el aire. Son levaduras esporuladas o levaduras con
metabolismo oxidativo, o bien, productoras de mucilago, como Rhodotorula, Sporobolomyces
y Cryptococcus, lo que permite una mayor adhesion a las superficies y una mayor proteccion

frente a las condiciones de estrés térmico, de desecacion y de irradiacion.

De todas ellas, las levaduras presentes en todos los muestreos en el aire de las cuatro
zonas a lo largo del afio pertenecian a los géneros Cryptococcus y Sporidiobolus y fueron,

ademas, las mayoritarias en las diferentes zonas.

Al estudiar cada zona a lo largo del afio, se observo que algunas especies aparecian
con mayor frecuencia en determinadas zonas. Asi, en la nave de barricas hubo una mayor
presencia de los géneros Debaryomyces y Sporobolomyces y en el botellero de los géneros

Candida y Sporidiobolus, este Ultimo asociado a los corchos, lo que justificaria su mayor
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presencia en esa nave. En la embotelladora se encontraron tres géneros exclusivos de esta
zona: Williopsis, Bullera y Torulaspora. Los dos primeros no son géneros habituales en uvas,
vinos y bodegas, por lo que la explicacion para su presencia continuada en esa zona seria que
procedieran de algin material auxiliar empleado exclusivamente en la embotelladora, como el

agua de lavado, botellas, corchos, cajas de carton, etc.

De las cuatro zonas analizadas, la mayor presencia de levaduras se encontrd en la
embotelladora, tanto en numero como en diversidad, con doce géneros diferentes. Esta
circunstancia la convierte en la zona de mayor riesgo de contaminacion del vino a partir del
aire, contaminaciéon que se produciria ademas en el momento en que los vinos van a ser

puestos en el mercado.

Dentro de los géneros identificados, la mayor diversidad se encontrd dentro del género
Cryptococcus, del que se aislaron once especies distintas, seguido del género Candida con

cinco especies, Pichia con cuatro y Rhodotorula con dos.

Para conocer de forma mas general el aire de las bodegas como medio de dispersion
de levaduras, del riesgo de contaminaciones y de la necesidad de efectuar controles
microbianos del aire e incluso la purificacion del mismo, se continu6 el trabajo un afio mas en
la misma bodega (Bodega 3 en el articulo publicado) y ampliando el estudio a otras dos
bodegas (Bodegas 1 y 2) para establecer las variaciones en las poblaciones de levaduras en el

aire en funcion de diferentes factores como la edad, el disefio o la capacidad de la bodega.

En cuanto al tamafio de las poblaciones de levaduras en el aire se obtuvieron valores
inferiores a 20 NMP/m’ en las cuatro zonas de las tres bodegas durante la mayor parte del afio,
similar a lo detectado el afio anterior en la bodega estudiada. Se observo de nuevo que la
actividad desarrollada en cada zona fue el factor que influyd en el nimero de levaduras
presentes en el aire. Asi, en las naves de elaboracion de todas las bodegas se apreci6 un gran
incremento en la poblacion mientras tenian lugar las fermentaciones alcoholicas, lo que
confirma los resultados obtenidos el afio anterior, cuando se observd claramente la relacion
existente entre el nimero de microorganismos y la presencia de S. cerevisiae en el aire, con la

actividad fermentativa en los depositos.

A pesar de las similitudes, se apreciaron algunas diferencias en zonas concretas. Asi,

en la nave de barricas de la Bodega 2 los recuentos medios fueron mas elevados que en el
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resto de las zonas y que en las naves de barricas de las otras bodegas. Este hecho podria tener
su explicacion en el disefio de la bodega, en la que, a diferencia del resto de bodegas, esta
nave dispone de una zona abierta a la calle, con mayores corrientes de aire desde el exterior,
que movilizan mayor cantidad de microorganismos que en naves soterradas y aisladas del
exterior. Los recuentos maximos se recogieron en los muestreos realizados cuando se estaba
realizando algun trasiego, en invierno y verano, al movilizar los vinos y el equipamiento de la

bodega, que albergan microorganismos que son liberados al aire con la actividad.

También en la embotelladora de la Bodega 1 se registraron mayores recuentos en los
momentos en que se estaba embotellando, en invierno y primavera, y en la de la Bodega 3 una
poblacion mayor de forma continuada, puesto que la embotelladora estaba en funcionamiento
en todos los muestreos. En la de la Bodega 2, sin embargo, los recuentos fueron muy bajos,

coincidiendo con una ausencia de actividad en la zona.

Todos estos datos, junto con los obtenidos en el ensayo anterior, ponen de manifiesto
que cuando se realizan acciones que implican la manipulacién de diversos productos que
portan levaduras y que pueden ser liberadas al aire las poblaciones encontradas en este medio

Son mayores.

Por tanto, como ya se dedujo en el ensayo anterior, debido a la mayor actividad
llevada a cabo en la zona de la embotelladora, esta seria el area que necesita una mayor
vigilancia debido al numero de levaduras transportadas por el aire y a que es la ultima fuente

de una posible contaminacién del vino antes de ponerlo en el mercado.

Al estudiar la diversidad especifica de las poblaciones del aire no se identificaron
especies distintas a las ya identificadas en el ensayo en la Bodega 3, por lo que las diferencias
en distribucion, edad, ubicacién o tamafio de las bodegas no influyeron de manera
significativa ni en el tamafio de las poblaciones ni en la distribucion por especies. Podriamos
hablar de unas levaduras propias de los ambientes vinicolas en general que pueden
encontrarse en el aire, con ligeras diferencias de unas bodegas a otras. Estas diferencias, con
especies mas habituales en una bodega que en las otras, podrian atribuirse al “efecto bodega”.
Seria el caso de la mayor presencia de Sporidiobolus en la Bodega 3, que ya se observo en el
ensayo anterior, la presencia exclusiva de Williopsis en la misma durante los dos afios

estudiados, o la mayor presencia del género Pichia en la Bodega 1.
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Otras levaduras fueron identificadas en las tres bodegas de forma similar. Asi, el
género Cryptococcus estuvo de nuevo presente de forma continua en el aire de las tres
bodegas a lo largo del afio y fue el mayoritario, ademas de presentar otra vez la mayor
variabilidad especifica, con cinco especies distintas. El otro género identificado a lo largo del

afio en las tres bodegas fue Aureobasidium.

Al comprobarse que el embotellado de los vinos es un punto critico por la mayor
poblacién de levaduras en el aire de la zona cuando hay actividad y ser el ultimo paso antes de
poner el vino en el mercado era importante analizar el riesgo de una contaminacion
estudiando la naturaleza de las levaduras detectadas. Los géneros presentes de forma continua
en el aire de la zona de embotellado de las tres bodegas a lo largo del afio fueron
Cryptococcus, Sporidiobolus y Rhodotorula, siendo este ultimo exclusivo del aire de esta
zona. Ademas, el género Sporidiobolus, frecuente en corchos, fue mas abundante en esta zona

que en el resto, al igual que ocurri6 el ano anterior en la Bodega 3.

En la embotelladora de la Bodega 3 se identificaron, como en el ensayo anterior,
Pichia, Williopsis y Saccharomyces, y solo en esta bodega, lo que nos lleva una vez mas a
pensar en ese “efecto bodega”. El género Saccharomyces solo se detectd, exceptuando las
naves de elaboracion, en esta embotelladora, demostrando de nuevo esa transmision a través
del aire desde la nave de elaboracion anexa en la época de vinificacion. La mayoria de las
levaduras detectadas en el aire de la zona de la embotelladora no tenian capacidad para
desarrollarse en el vino, por la ausencia de metabolismo fermentativo, a excepcion de Pichia
y Saccharomyces, en la Bodega 3. Asi, con unas condiciones adecuadas de higiene y
conservacion de los vinos durante el embotellado no existe riesgo de alteracion, aunque el

nivel de levaduras en el aire sea mayor que en otras zonas de la bodega.

Sin embargo, en la nave de barricas, a diferencia del ensayo anterior, se detecto la
presencia de la especie B. bruxellensis en algunos de los muestreos, lo que puso de manifiesto
el riesgo que supone la manipulacion de vinos contaminados y como la deteccion a través del

aire puede ser un método adecuado de control.

Para detectar esta especie se utilizdé el medio DBDM, muy restrictivo, en el que se
desarrollan pocas levaduras puesto que esta disefiado para el aislamiento de esa especie en
concreto. Por ello, los recuentos, eran inferiores a 2 NMP/m?, siendo cero en muchos de ellos,

a excepcion de dos momentos en que se detectaron 5 y 18 NMP/m’ en las Bodegas 2 y 3
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respectivamente. Las colonias identificadas, 109 en total, correspondian a 10 especies
distintas. Entre ellas se detectd B. bruxellensis en la nave de barricas de la Bodega 3 en
verano. Al analizar la actividad llevada a cabo en ese momento en la bodega, se comprobd
que se estaban llenando barricas con una partida de vino procedente de otra bodega que, tras
ser analizado, reveld que contenia un alto nivel de levaduras de esta especie. Esto, junto con el
hecho de no haber detectado B. bruxellensis en la misma bodega el afo anterior, confirmoé una
vez mas la influencia de la actividad de la bodega en la presencia de levaduras en el aire a
partir de la liberacion de las mismas desde los vinos y, en particular, demuestra su importante
diseminacién por el aire al manipular productos cargados de microorganismos. También
permitié afirmar que esta levadura de alteracion puede ser transportada por el aire de las
bodegas hasta su deposito sobre superficies, materiales u otros vinos y que su deteccién en

muestreos de aire convierte este analisis microbiologico en un método de control.

A modo de resumen, y tras comprobar coémo a lo largo del trabajo se identificaron un
gran numero de géneros y especies de levaduras en los distintos ecosistemas, podemos
realizar una vision general de algunas de ellas que merecen ser destacadas por su niimero, su
presencia en todos ellos o su importancia como participantes en las elaboraciones o como

posibles agentes de contaminacion y alteracion de los vinos.

Si comenzamos por las especies que tienen una mayor participacion en las
fermentaciones alcohoélicas espontaneas dentro del grupo no-Saccharomyces debemos hablar

de K. apiculata y C. stellata.

K. apiculata fue identificada en la superficie de las uvas en las zonas de Rioja Media y
Baja, en varios de los muestreos, y en numero elevado en el ensayo cuantitativo en Rioja
Baja. También fue identificada de forma continua en practicamente todos los muestreos
realizados en las fermentaciones alcoholicas realizadas con las uvas de las tres subzonas de la
Denominacion, desde el momento del encubado, hasta, como minimo, las 48 horas. En una de
esas fermentaciones seguia presente en el momento de fermentacion tumultuosa y en el
ensayo cuantitativo se comprob6 que su poblacion era superior al 40% del total de levaduras
hasta las 72 horas. En esta fermentacion con uvas de Rioja Baja llevada a cabo el segundo
afo, fue la especie mayoritaria junto a C. stellata, donde entre las dos suponian al menos el

80% de todas las levaduras hasta las 72 horas.
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Esta especie formaba parte de las levaduras identificadas en las superficies de los
equipos en dos de las cuatro bodegas, asi como en los mostos encubados en tres de ellas tras
entrar en contacto con esos equipos. Sin embargo, en este caso hay que sefalar que en las dos
bodegas en las que no fue detectada en las superficies supuso el 100% de las levaduras
detectadas en los mostos. Asi, parece que en esos casos su origen estuvo en las uvas, aunque

también es capaz de permanecer en las bodegas formando parte de ese ecosistema.

En los ensayos realizados con el aire de tres bodegas, fue identificada unicamente en
dos zonas de la Bodega 3 en el segundo afio, en la zona de barricas y en la nave de
elaboracion. En el primer afio, en esa misma bodega, no se encontr6 esta especie a pesar del
gran nimero de colonias analizadas. Su presencia en esa zona de elaboracion se deberia
probablemente a que es la zona en la que estan la uva y el mosto en fermentacion y liberan al
aire las especies mas comunes en ese proceso, como parece que es K. apiculata. En cualquier
caso, en esas bodegas las fermentaciones alcohodlicas se realizan con adicion de Levaduras
Secas Activas, lo que dificulta el desarrollo de especies indigenas debido a la gran poblacion

de S. cerevisiae inoculada.

En conjunto, se pudo observar que K. apiculata presentaba una cierta continuidad en
todos los ecosistemas estudiados. Si bien con los resultados de este trabajo no es posible
concluir una procedencia clara de esta especie, parece que su presencia en las uvas y sus

caracteristicas metabolicas le permiten conquistar el medio fermentativo con facilidad.

Otra especie a destacar es C. stellata. En los ensayos realizados con uvas fue detectada
unicamente el primer afio en la zona de Rioja Baja. Pero fue identificada en las cuatro
fermentaciones alcoholicas, y ademas de forma importante, puesto que en dos de las
fermentaciones del primer afio, las de Rioja Media y Rioja Baja, aparecié de forma continua
desde el encubado hasta la fermentacion tumultuosa. En la elaboracion del segundo afio,
realizada con uva de Rioja Baja, a pesar de no ser haber sido detectada en esas uvas, fue la
levadura mayoritaria en el encubado, suponiendo el 60% del total y siguié presente hasta la
fermentacion tumultuosa con poblaciones elevadas. Ya se ha comentado que supuso junto a
K. apiculata el 80% del total de levaduras de esa elaboracion hasta las 72 horas. Asi, algunas
especies pueden conquistar el medio en fermentacion gracias a su capacidad de adaptacion al

mismo, aunque estén en las uvas en menor niimero que otras especies.

164



Discusion general

Otra causa de esa gran proporcion de la especie C. stellata en las fermentaciones
podria ser su presencia en el equipamiento de la bodega. En esos ensayos no se estudiaron
esos equipos, por lo que no podemos deducir su origen. Pero en los ensayos posteriores esta
especie no fue identificada en los equipos de las bodegas ni en los mostos en contacto con
esas superficies. Tampoco fue identificada en ninglin muestreo en el aire de las bodegas
estudiadas, aunque se identificaron también otras especies dentro del mismo género. Asi, no
podemos deducir de donde procedia esta levadura, pero no parece muy habitual del

ecosistema de bodega, al menos en los casos estudiados.

Otros géneros y especies resultaron de interés en este trabajo por su persistencia en
distintos ecosistemas. Es el caso del género Cryptococcus o la especie A. pullulans.
Cryptococcus es un género presente en todos los ecosistemas estudiados, a excepciéon de las
fermentaciones alcoholicas y de los mostos encubados. Dentro de este género, la especie C.
magnus fue identificada de forma importante en las uvas estudiadas de las tres regiones de la
Denominacion, estando presente en todos los muestreos excepto en uno del segundo afio. Sin
embargo, a pesar de ser una de las especies mayoritarias en el ultimo muestreo del estudio
cuantitativo, no se detectdé en ningin momento durante la fermentacion alcoholica realizada
con esas uvas, ni con las del ensayo cualitativo, poniendo de manifiesto su caracter

claramente oxidativo y muy sensible a las condiciones de vinificacion.

Pero ello, no es impedimento para que este género, asi como otras levaduras no
fermentadoras, sean capaces de sobrevivir en el ecosistema de la bodega. Los géneros
Cryptococcus 'y Pichia fueron los tnicos identificados en los equipos de las cuatro bodegas

del estudio, pero no fueron detectados en los mostos encubados.

La presencia de Cryptococcus en distintos ambientes aerobios fue tan importante que
era muy probable que fuera movilizado por el aire en las bodegas. De hecho, se identifico a lo
largo de todo el afio en el primer ensayo realizado con el aire, suponiendo alrededor del 30%
de las levaduras presentes en este medio, lo que significa una proporcion importante de este
género, ya que se identificaron 12 géneros en total. En el segundo ensayo en el aire volvio a
ser el mayoritario practicamente en las tres bodegas y con una presencia continua de nuevo a
lo largo de todo el afio, sobre todo en la Bodega 1, donde supuso el 73% de todas las
levaduras analizadas. Las lineas de embotellado de las tres bodegas presentaban una

poblacion permanente de tres géneros, unos de los cuales era Cryptococcus.
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Es evidentemente, un género ubicuo, que forma parte de la micobiota de la superficie
de las uvas y que permanece en las bodegas y es transportado por el aire, aunque no es capaz

de colonizar el medio fermentativo.

La especie A. pullulans también fue identificada en todos los ecosistemas, aunque su
presencia no fue tan continua como la de Cryptococcus. En las uvas fue detectada en Rioja
Alta y Media el primer afo, y en todos los muestreos en Rioja Baja en el segundo, con una
proporcion del 76% de la poblacion 12 dias antes de la vendimia, y del 44% un dia antes de la
vendimia. Sin embargo, esa importante presencia en las uvas no le permitié adaptarse al
medio fermentativo, donde no fue identificada. Solamente se detecto su presencia en el mosto

recién encubado del estudio cualitativo de las zonas de Rioja Alta y Baja.

Se observd que esta especie formaba parte de las levaduras que permanecen en las
superficies y el equipamiento de las bodegas, al menos en dos de las cuatro estudiadas. Y se
comprobd, como en los ensayos anteriores, su escasa adaptacion al mosto en fermentacion,
puesto que a las 24 horas del encubado ya no estaba presente en ninguno de los mostos

analizados.

En el ensayo llevado a cabo en el aire de una bodega el género Aureobasidium fue el
tercero mas frecuente en el conjunto de sus zonas a lo largo del afio. Y en el ensayo realizado
al afio siguiente estuvo entre los tres géneros mas frecuentes en las tres bodegas estudiadas vy,
junto con Cryptococcus, fue el que se identificé con mas continuidad a lo largo de todo el afio.
Se puede afirmar, por tanto, que es otra levadura de caracter oxidativo, presente en todos los
ecosistemas vitivinicolas, que se dispersa también por el aire, y que se detecta incluso en el

encubado de los mostos, aunque no participa de forma activa en la fermentacion alcohdlica.

Otros géneros y especies también estdn presentes en varios de los ecosistemas
estudiados, aunque no de forma tan continua. Es el caso de M. pulcherrima, conocida como
una levadura frecuente en uvas y en las primeras fases de la fermentacion alcoholica, que fue
identificada en los muestreos en las uvas de Rioja Media y en el ultimo del ensayo
cuantitativo en Rioja Baja. Se identifico puntualmente en todas las fermentaciones, excepto en
la de Rioja Media, en la que estuvo presente de forma continua hasta las 48 horas del
encubado. Quiz4d una mayor poblacion en esas uvas le permitid ser mas competitiva en el
medio fermentativo. También se detecté en las superficies de una de las bodegas estudiadas,

aunque de forma minoritaria, y no se identificd en el mosto encubado. Parece que se trata de
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una levadura presente en todos los ecosistemas vitivinicolas, adaptada a ellos, aunque no de
una forma mayoritaria. Sus pequefias poblaciones en estos ecosistemas pudieron ser la causa

de que no fuera identificada en el aire de ninguna de las bodegas.

El género Rhodotorula estuvo también presente de forma puntual en varios de los
ecosistemas. La especie R. glutinis fue identificada en alguno de los muestreos en las uvas de
las tres zonas de la Denominacidn, aunque no se observo su presencia en ninguna de las
fermentaciones. Sin embargo, si formaba parte de las levaduras presentes en el equipamiento
de una de las cuatro bodegas estudiadas, con un 14% de las identificaciones. En el estudio del
aire de las bodegas este género fue detectado principalmente en la embotelladora y en la nave
de barricas de la bodega estudiada el primer afio y, unicamente en las tres embotelladoras el
segundo afio. Quiza su origen fuera el material auxiliar utilizado en esas naves, puesto que no

parece tener mucha presencia en el medio fermentativo.

El género Pichia no se identifico en los muestreos realizados en las uvas, pero si en las
fermentaciones. Este género presentd una considerable resistencia al grado alcohdlico pues
fue detectada en la elaboracion realizada con uvas de Rioja Alta de forma continua hasta las
48 horas del encubado y en la segunda elaboracion de Rioja Baja estaba presente a las 72
horas. Es un género persistente en los ecosistemas vinicolas, pues se detectd en los equipos de
las cuatro bodegas estudiadas, y en una proporcioén importante en la Bodega 4. En cuanto a su
dispersion por el aire, fue identificada en las cuatro zonas de la bodega del primer ensayo,
sobre todo en el aire de las zonas de elaboracion y de embotellado, y en las naves de barricas

y elaboracion de la Bodega 1 al afio siguiente.

Aunque ya comentamos la presencia de C. stellata, podemos fijarnos en el género
Candida, que fue identificado en varios de los ecosistemas estudiados. Asi, fue detectado en
las uvas de las regiones de Rioja Media y Baja y puntualmente en las fermentaciones de Rioja
Alta y Baja. Algunas especies de este género estaban presentes en los equipamientos de las
Bodegas 2 y 3 del estudio de las superficies. Y hay que destacar que el 100% de las levaduras
identificadas en el mosto de la Bodega 4 pertenecian a este género, por lo que probablemente
procediera de las uvas y no del equipamiento de la bodega. Este género se detecté también en
el aire de dos de las tres bodegas estudiadas, en mayor proporcion en las zonas de crianza en
barrica y crianza en botella, zonas en principio, con menor actividad humana a lo largo del

ano.
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Otra especie detectada en varios de los ecosistemas fue 7. delbrueckii. No es una de
las especies principales pero aparece normalmente en ambientes vinicolas. En este trabajo se
aislé en las fermentaciones de manera puntual, fue identificada en los equipos de tres de las
cuatro bodegas del estudio de las superficies, en una de las cuales fue la levadura mas
frecuente, y en el aire aparecié puntualmente en la zona de elaboracion y de embotellado. Esta
presencia en todos los ecosistemas, aunque no de forma muy importante, demuestra su
adaptacion a los ambientes enologicos, 1o que actualmente se ha utilizado en beneficio de la
industria enoldgica, Asi, es una de las especies no-Saccharomyces comercializadas para la
coinoculaciéon de fermentaciones alcohdlicas controladas, puesto que mejora el perfil

aromatico de los vinos.

Podriamos destacar por su reiterada presencia el género Sporidiobolus como el
segundo mayoritario en el aire de la bodega estudiada durante dos afios. Un género que no es
detectado en otros ecosistemas del estudio pero que parece tener una gran persistencia en ese

ambiente siendo parte importante de su micobiota habitual.

En cuanto al riesgo de alteracion de los vinos que pueden suponer las especies o
géneros encontrados podemos destacar dos casos. El género Zygosaccharomyces, con
especies con capacidad para contaminar los vinos y provocar alteraciones indeseables en los
mismos, como Z. bailii, no fue identificado en todos los ecosistemas, pero estuvo presente de
forma continua en las fermentaciones estudiadas en las tres zonas de la Denominacion, sin
haber sido detectada previamente en las uvas de procedencia de esas elaboraciones. Esto
podria hacer pensar que su origen estaba en el material de la bodega, lo que estaria apoyado
por lo ocurrido en el estudio de los equipamientos de las bodegas, donde fue detectado en una
de ellas y en el mosto encubado en la misma. Asi, y debido al riesgo que supone la presencia
de este género, deberian tomarse mayores medidas de seguridad para evitar su permanencia

en las instalaciones de las bodegas.

La especie B. bruxellensis, otra especie preocupante por su capacidad de
contaminacion y alteracion de los vinos durante su almacenamiento en las bodegas,
unicamente fue detectada en el aire de la zona de barricas de una de las bodegas. Fue
necesario el empleo de un medio de cultivo y unas condiciones de recoleccion y de
incubacion adecuadas para esta especie, pero quedd de manifiesto que es posible detectarla en

aire cuando se produce la manipulacion de un vino contaminado con la misma.
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Debido a la escasa bibliografia existente sobre las levaduras presentes en el aire de las
bodegas, como ultima parte de este trabajo, se estudio6 la capacidad de tres medios de cultivo
diferentes para la recuperacion de las levaduras del aire, utilizando los datos obtenidos
durante los dos afos de ensayos. Esto sirvio para tratar de estandarizar un método eficaz para

el estudio de las levaduras movilizadas por el aire en los ecosistemas vinicolas.

Los medios de cultivo fueron CGA, AL y DBDM. Los dos primeros se utilizaron para
el aislamiento de levaduras en general, con la diferencia de que el AL impide, en principio, el
crecimiento de levaduras del género Saccharomyces. El medio DBDM se utilizo para la
recuperacion de levaduras del género Brettanomyces/Dekkera, y su empleo fue precedido de

una fase de revitalizacion de la muestra en medio MR.

De todos los muestreos realizados en las bodegas, en el 33% de ellos no se recuper6
ninguna colonia, y en el resto los recuentos fueron muy bajos, en muchos casos inferiores a 10
colonias por placa. Esto se debid, probablemente, a la escasa actividad llevada a cabo en la
zona muestreada. De hecho, el mayor nimero de aislamientos coincidio, en todos los casos,
con los muestreos realizados en las areas de vinificacion en la época de elaboracion del vino,

cuando hay una mayor actividad y manipulacion de productos que albergan levaduras.

El mayor nimero de aislamientos se produjo en el medio CGA, un 54 % del total. En
el medio AL se aisl6 el 40 % del total de colonias y en el medio DBDM solo se aisl6 el 6 %.
Los aislamientos en este ultimo medio fueron muy bajos a pesar de que el volumen de aire
muestreado fue tres veces superior al recogido en los otros dos y de que se realizé la etapa
previa de revitalizacion en MR, pero su selectividad dificulto el crecimiento de la mayoria de
las especies. Los escasos aislamientos se produjeron principalmente en la nave de barricas y

en la embotelladora.

A pesar de ello, en una de las muestras tomada en la Bodega 3 con los medios MR y
DBDM, se recogieron 52 colonias, pertenecientes a la especie B. bruxellensis, en un momento
en que se estaba realizando un trasiego en la nave de barricas de un vino procedente de otra
bodega contaminado con esta especie, lo que apoya la hipotesis de que la manipulacion de
liquidos que contienen levaduras facilita la proyeccion de las mismas hacia el aire y que por
esta via pueden llegar a otras zonas de la bodega. Unicamente el medio DBDM fue capaz de
permitir el crecimiento de B. bruxellensis puesto que las levaduras que se aislaron en ese

mismo muestreo en CGA y AL no pertenecian a esa especie. Al trabajar con el medio DBDM
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se cubren completamente los complejos requerimientos nutricionales de esta especie, y se
realiza un largo tiempo de incubacidn, necesario para el desarrollo de esta levadura de lento

crecimiento.

Al considerar la diversidad detectada con cada medio de cultivo se observd que en
CGA se aislaron 12 de los 17 géneros identificados en el conjunto del estudio. En el medio
AL se identificaron 14 y el medio DBDM fue el que presentdé mayor especificidad, con solo

10 géneros distintos.

En conjunto, se identificaron 44 especies distintas en los tres medios evaluados. En el
medio CGA crecio6 el 61% de las especies, de las cuales el 11% solo fueron aisladas en este
medio. En el medio AL se pudo aislar el mayor nimero de especies distintas, el 77% del total,
y, ademas, el 25% de ellas crecio solamente en este medio. En el medio DBDM se detecto el

25% de las especies, una de las cuales era B. bruxellensis.

Por tanto, pudimos comprobar coémo tanto CGA como AL fueron adecuados para
recuperar las levaduras presentes en el aire sin necesidad de una etapa previa de
revitalizacion, con ligeras diferencias entre ellos: CGA recuperd un numero ligeramente
mayor de levaduras que el medio AL, pero este Gltimo permitid el crecimiento de mayor
diversidad de géneros y especies. Por tanto, segun cudl sea el objetivo de cada estudio, seria
mas recomendable el uso de uno u otro medio: CGA para estimar el tamafio de una poblacion
de levaduras en general en el aire y AL para profundizar en la diversidad de esa poblacion.
Por otro lado, en AL se aislo la especie S.cerevisiae, a pesar de que se suponia la incapacidad
de esta especie para crecer en un medio cuya Unica fuente de nitrogeno es el aminodcido

lisina.

A pesar de esa recuperacion de numerosos géneros y especies, ni CGA ni AL se
mostraron adecuados para aislar levaduras del género Brettanomyces. El medio DBDM es el
unico que proporciona la especificidad suficiente para su recogida e identificacion desde el
aire, si bien sus especiales caracteristicas hacen necesario un protocolo de revitalizacion

previo al empleo de un medio tan especifico como es el caso de DBDM.
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De forma general, en este trabajo se puede concluir que hay una continuidad entre los
distintos ecosistemas vitivinicolas, en los que especies que habitan en las uvas lo hacen
también en el ecosistema de la bodega, aunque no hayan participado en las fermentaciones
alcoholicas. Existe un intercambio de levaduras entre los distintos medios y parece ser llevado
a cabo, entre otros agentes, por el aire, que moviliza estos microorganismos desde depdsitos
en fermentacion, recipientes para la crianza o almacenamiento del vino o equipos o

maquinaria de la bodega, hacia otras zonas de la misma.

No esta claro el origen de las levaduras implicadas en la vinificacion, ya que hay
levaduras que son detectadas en proporciones importantes en las uvas y en el mosto en
fermentacion, pero también hay otras que no son encontradas en las uvas y sin embargo tienen
una presencia relevante a lo largo del proceso fermentativo. Esto lleva a pensar que no es tan
determinante el tamafio de la poblacién de cada especie en las uvas, en el material de la
bodega o en el aire, como la capacidad de adaptacion de las levaduras al medio fermentativo,
que les lleva a imponerse en el mismo, como el caso de C. stellata, o a desaparecer

rapidamente, como C. magnus o A. pullulans.
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Los recuentos de levaduras en las uvas al final del periodo de maduracion fueron
siempre del orden de 10°-10* UFC/baya, y la diversidad especifica aumentd con la

maduracion de las uvas.

Se detectaron siete especies de levaduras diferentes en todas las muestras de uva
estudiadas y, de ellas, las especies mayoritarias fueron Kloeckera apiculata,

Cryptococcus magnus 'y Aureobasidium pullulans.

La diversidad de levaduras en los mostos en fermentacion fue considerable. Se

encontraron 17 especies distintas en el conjunto de las elaboraciones estudiadas.

Las especies, Candida stellata y Kloeckera apiculata fueron detectadas en todas las
elaboraciones de manera continua y en proporciones elevadas hasta las 72 h de la
fermentacion alcoholica, suponiendo hasta ese momento el 80% de la poblacion, de

ahi el importante papel que estas levaduras pueden tener en las caracteristicas del vino.

La presencia de Saccharomyces cerevisiae en el mosto, su mejor adaptacion y mejor
competencia por los recursos del medio, condicionaron la supervivencia de las
especies no-Saccharomyces a lo largo de la fermentacion alcohdlica. Cuando esta
especie fue detectada desde el comienzo del encubado, las levaduras no-

Saccharomyces no fueron encontradas mas alla de las 48 horas.

Se detectd mayor diversidad de levaduras en los mostos en fermentacion que en las
uvas, lo que puede sugerir el aporte de otras especies procedentes de la maquinaria y

equipos de las bodegas.

El equipamiento y las instalaciones de las bodegas albergan una importante poblacion
de levaduras no-Saccharomyces, muy superior a la de la especie Saccharomyces
cerevisiae. Dentro de aquellas existe un grupo numeroso de levaduras con cierta
capacidad fermentativa, capaces de colonizar los mostos y participar de forma activa

en la fermentacion alcoholica o de alterar los vinos.
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8. Los métodos de limpieza del equipamiento y las instalaciones de las bodegas
influyeron en las poblaciones de levaduras presentes, consiguiendo con la aplicacion
de una disolucién de metabisulfito potasico una mayor eliminacion de la micobiota
residente en las superficies que con la utilizacion de productos a base de hidroxido de

sodio y posterior aclarado con agua.

9. Las poblaciones de levaduras encontradas en el aire de las bodegas fueron muy bajas,
inferiores a 20 NMP/m’, a lo largo del afio y en las distintas zonas de las bodegas, sin
verse afectadas por factores como temperatura, humedad relativa o edad de la bodega,

y si por la actividad desarrollada.

10. El aumento en la actividad llevada a cabo en cada una de las zonas de las bodegas fue
el factor determinante en la variacion del tamafio de las poblaciones de levaduras
detectadas en el aire, asi como en la distribucion de especies. En las zonas de
elaboracion durante la época de vinificacion aumentaron las poblaciones y la especie
dominante fue Saccharomyces cerevisiae, aunque anteriormente no hubiera sido

detectada en el aire de ninguna de las zonas de las bodegas.

11.Las levaduras detectadas en el aire de las bodegas pertenecian mayoritariamente al
grupo de los Basidiomicetos y Ascomicetos esporulados, que no son consideradas
como alterantes de los vinos. Los géneros presentes en las bodegas estudiadas de una

manera continua fueron Cryptococcus y Aureobasidium.

12. La deteccion en el aire de Brettanomyces bruxellensis mientras se manipulaban vinos
contaminados con esa levadura o la identificacion de Saccharomyces cerevisiae
durante la fermentacion alcoholica en el aire de la nave de elaboracidon y en la de
embotellado, adyacente a la primera, demostraron que el aire es un medio de
diseminacién de microorganismos, desde mostos o vinos que estan siendo

manipulados al ambiente.

13. La manipulacion de vinos contaminados con Brettanomyces bruxellensis debe hacerse
con precaucion evitando el paso de estas levaduras al aire, puesto que este puede ser

una via de diseminacion de esta levadura alterante por la bodega.
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14.La deteccion de levaduras presentes en el aire de las bodegas puede realizarse con
distintos medios de cultivo. El medio CGA permiti6 la recuperacion de un mayor
nuamero de levaduras, mientras que el medio AL permitié la deteccion de una mayor
diversidad. Por su parte, el medio DBDM fue el tinico que permiti6 el aislamiento de

la especie Brettanomyces bruxellensis en el aire.

15. Los géneros detectados de forma continua en todos los ecosistemas estudiados fueron
Cryptococcus 'y Aureobasidium, con la excepcion de las fermentaciones alcoholicas,

puesto que son géneros que carecen de capacidad fermentadora.

16. Las especies no-Saccharomyces que participaron de manera mas importante en las
fermentaciones, Candida stellata y Kloeckera apiculata, no tuvieron una presencia

relevante ni continua en las instalaciones ni en el aire de las bodegas.
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