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El vino es esencialmente el producto
de la fermentaciéon alcoholica, proceso
mediante el cual los azlcares de la uva se
transforman en etanol y otros productos
secundarios debido a la accion de las leva-
duras. La fermentacion espontanea del
mosto de uva se lleva a cabo por la flora
indigena de levaduras que acompafa a la
vendimia y la existente en el ecosistema de
la bodega. En este proceso esta implicada
la accién secuencial de diferentes géneros
y especies de levaduras. Durante las pri-
meras etapas de la fermentacion, se desa-
rrollan levaduras indigenas con bajo poder
fermentativo: Kloeckera, Hanseniaspora,
Candida y Pichia. Cuando la concentracion
de etanol se va incrementando, aparecen
levaduras de la especie Saccharomyces ce -
revisiae, mas resistentes al etanol y que
son las responsables del final de fermen-
tacion (Fleet y Heard 1993). Por otra parte,
la composicion de la flora de levaduras
puede variar con las condiciones climaticas
(Parrish y Carrol 1985), la variedad de uva
(Schutz y Gafner 1994) y la tecnologia de
vinificacién (Charoenchai y col. 1998;
Epifanio y col. 1999).

Dentro de la especie Saccharomyces
cerevisiae existe una gran diversidad ge-
nética, clones distintos, con una capaci-
dad fermentativa diferente (Vezinhet y
Pineau 1990; Guillamoén y col. 1996), cu-
ya constancia se ha puesto en evidencia
en los ultimos afios gracias al desarrollo
de las técnicas de biologia molecular que
permiten diferenciar levaduras a nivel clo-
nal.

Desde hace algun tiempo se han rea-
lizado numerosos estudios sobre la ecolo-
gia de las levaduras vinicas, con el fin de
estudiar si la fermentacién espontanea
esta conducida por un alto o por un bajo
numero de clones de Saccharomyces ce -
revisiae y si estos clones permanecen es-
tables en una bodega de un afio a otro
(Despagne 1991; Frezier y Dubordieu
1992; Vezinhet y col. 1992). Los resulta-
dos obtenidos segin zonas son diferen-
tes. Estos estudios tienen gran interés en
orden a establecer la existencia de cepas
pertenecientes a un ecosistema concreto
(zona, bodega, denomonacién de origen)
y también para llevar a cabo programas
de seleccion de levaduras autéctonas,

que podrfan usarse como inéculos en las
vinificaciones realizadas en una zona de-
terminada.

El objeto del presente trabajo ha sido
el estudio de la ecologia de fermentacio-
nes espontdneas en una bodega durante
5 afios consecutivos, a fin de determinar
las diferencias entre campanas en la com-
posicion de la microflora y su influencia
sobre la cinética de la fermentacion alco-
holica.

Materiales y métodos
Vinificaciones: se realizaron fer-
mentaciones espontaneas (sin inocula-
cion de levaduras) de mosto blanco de la
variedad Viura en las campanas de 1994,
1995, 1996, 1997 y 1998 en la bodega
experimental del CIDA, cuya actividad se
inicié en 1994. Se sulfitaron los mostos
antes del inicio de la fermentacion (60
ma/l) y ésta se llevé a cabo a temperatu-
ra controlada de 18°C. Las fermentacio-

nes se realizaron en depdsitos de 100 li-
tros de acero inoxidable. El numero de
depositos controlados fue de doce en
1994, diez en 1995, seis en 1996, y siete
en 1997y 1998.

Aislamiento e identificacion de le-
vaduras: se procedi6 a la toma de
muestras de todos los depdsitos en dos
etapas de la fermentacién: tumultuosa y
fase final. Las muestras se sembraron en
cloranfenicol glucosa agar, utilizando el
método de diluciones decimales y se in-
cubaron a 28°C durante dos dias. Se exa-
minaron las placas que contenian entre
30 y 300 colonias, y se aislaron al azar
diez colonias de cada depdsito, en cada
una de las dos etapas de la fermentacién
alcohdlica (Fleurent y col. 1993). Los da-
tos de todos los depdsitos de cada afo se
trataron en su conjunto. De esta manera,
se dispuso de 240 cepas de levaduras en
1994, 200 en 1995, 120 en 1996 y 140
en 1997 y 1998.

Figura 1.- Electroforesis del DNA mitocondrial de algunas cepas de levaduras ais-
ladas en la vendimia de 1997. Las lineas 1 a 5 corresponden a clones diferentes
de Saccharomyces cerevisiae. La linea 6 corresponde al patron Vd y muestra el
perfil tipico de levaduras no- Saccharomyces. La linea 7 corresponde al fago A.
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TABLA 1.

PATRONES DE SACCHAROMYCES Y FRECUENCIA TOTAL EN CADA VENDIMIA ESTUDIADA

la " Iy 10 le 1 la 4 le 59
Ila 7 Ilo 3 Il 56 Ila 13 [le 4
Il 16 Ills 1 Ille 1 Illg 15 Ille 9
Vs 2 Vo 1 Ve 1 Vg 6 Ve 4
Va 2 Vb 13 Ve 1 V¥ 21 Ve 6
Via 8 Viy 4 Vie 13 VI*g 4 Vee 4
Vlla 4 Vb 13 Ve 6 Vi 8 Vlle 1
Vil 30 Vil 1 Ville 3 Vill 2 Ville 1
X 1 [Xo 2 IXe 2 [Xq 3 [Xe 6
Xa 2 Xo 3 X 4 Xa 1 Xe 1
Xla 2 Xl 5 Xle 1 Xlg 4 Xle 1
Xlla 1 Xllo 2 Xlle 2 Xl 6 Xle 1
Xl 2 Xl 3 Xlle 1 Xllly 3 Xllle 1
XIVa 6 XIVo 1 XIVe 1 XIVa 1 XIVe 1
XVa 2 XVo 1 XVe 1 XVg 1 XVe 1
XV 1 XVl 6 XVe 1 XV 1
XVIla 3 XVl 10 XVl 1 XVlg 1
XVIllo 6 XVIlle 1 XVIllg 1
XIXo 6 XIXc 3 XIXq 1
XXo 1 XXq 2
XXlo 4 XXg 1
XXl 4 XXl 1

* Cepas No-Saccharomyces.

- Los datos son medias entre la fase tumultuosa y la fase final en 12 depdsitos en 1994, 10 en 1995, 6 en 1996y 7 en 1997 y 1998.

Cada una de las 840 colonias aisladas
se identifico en base a su DNA mitocon-
drial (Querol y col., 1990). Este andlisis
permite diferenciar las levaduras en dis-
tintos niveles:

* a nivel de género: Saccharomyces 'y

no Saccharomyces.

® a nivel de especie: Saccharomyces

cerevisiae y Saccharomyces bayanus.
¢ a nivel de clon: Diferenciando

cepas dentro de la especie

Saccharomyces cerevisiae.

La figura 1 es un ejemplo de los re-
sultados obtenidos. Las carreras 1 a 5 co-
rresponden a diferentes cepas de
Saccharomyces cerevisiae. La carrera 6
muestra un perfil de una cepa no-
Saccharomyces yla 7 esunfago A.

Los diferentes clones de levaduras
obtenidos en cada campafa, mediante el
analisis de DNA mitocondrial, se designa-
ron con ndmeros romanos. Los subindi-
ces a, b, ¢, d, e corresponden a las vendi-
mias de 1994, 1995, 1996, 1997 y 1998,
respectivamente.

Analisis de los vinos: los analisis de
los vinos en cuanto a azUcares resuctores
y acidez volatil se realizaron segun los
métodos oficiales de la CEE (1990).

Resultados y discursion: todas las
colonias aisladas, tanto en fermenta-
ciéon tumultuosa como en la fase final
de la misma, pertenecieron al género
Saccharomyces, a excepcion de algunos
clones de levaduras procedentes de la
campaha de 1997. En este afio, como
posteriormente se comprobara, las fer-
mentaciones fueron muy problematicas.

El nimero de clones diferentes detec-
tados en cada campafa y su frecuencia
de aparicién variaron de un afio a otro
(Tabla 1). Los anos en los que aparecieron
un menor nimero de clones distintos

(1994, 1996 y 1998) hubo una cepa de
levadura dominante durante la fermenta-
cion alcohdlica. Asi, en 1994, el clon Vllla
se encontro presente con una frecuencia
del 30%; en 1996, el clon llc y en 1998,
el le fueron los dominantes con porcenta-
jes de 56% y 59%, respectivamente. Esta
circunstancia no se dio en las dos campa-
fias restantes, donde se encontraron un
elevado nimero de clones, pero ninguno
de ellos fue el que mayoritariamente diri-
gi6 la fermentacion.

Estos resultados diferentes en fun-
cion de la campafia analizada -un alto

TABLA 2. | _
CLONES IDENTICOS AISLADOS EN DIFERENTES CAMPANAS
Y SU FRECUENCIA DE APARICION

(patrones situados en la misma linea son idénticos)

Il 7 Villg 2
M1l 16 XVl 10 Vlls 8
Vs 2 Xq 1
Va 2 Xlo 5
Vi 8 [le 4
Villa 30 3 10 Ville 3 Vs 6 Ve 6
XIVa 6 Ils 3 Ve 1 Xlle 1
XVa 2 e 56 Ve 4
XVla 1 Xlllo 3 le 59
XVlo 6 Ve 6 ls 4
XIXo 6 Xc 2 X 3
Xllle 1 XVe 1
XVlle 1 Xls 6
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numero de cepas en bajos porcentajes o
un menor ndmero con una de ellas do-
minante- ya habfan sido reflejados en
otros trabajos. Querol y col. (1994) com-
pararon la dindmica de las poblaciones
de levadura en dos bodegas, observando
cdémo en una de ellas habia una cepa de
levadura dominante mientras que en la
otra se presentaba una sucesién de clo-
nes diferentes en baja proporcién. Sin
embargo, Versavaud y col. (1995) detec-
taron, en todas las vinificaciones que es-
tudiaron, que las fermentaciones eran
conducidas por una o dos cepas y que és-
tas representaban mas del 50% del total
de la poblacién. Las dos situaciones se
han encontrado en este estudio, depen-
diendo del afio analizado.

Cuando se compararon los clones de
las cinco campanas, se observé la exis-
tencia de 13 cepas que se repitian en mas
de una anada, aunque sélo una lo hizo
todos los afos (Tabla 2). El clon Vill. de
1994 es el mismo que los clones I, VI,
IVa y Ve correspondientes a los anos
1995, 1996, 1997 y 1998. Algo similar
ocurrié con la cepa XIVa de 1994, que
aparecio todos los anos a excepcion de

TABLA 3. ;
DATOS MEDIOS DE ALGUNOS PARAMETROS DE LOS VINOS ELABORADOS.

Azlcares reductores (g/)  1.93 1.98

2.52 16.78 2.02

Acidez Volatil (g/) 0.28 0.39

0.47 2.56 0.60

1997 que fue una vendimia problemati-
ca. Las proporciones en las que aparecie-
ron estos clones comunes mostraron una
gran variabilidad en funcién del afno. Asi,
el patron Vi, que en 1994 tenia una fre-
cuencia de aparicion del 30%, no alcan-
za niveles superiores al 10 % en los de-
mas anos de estudio. Lo mismo se detec-
té conel clon llc de 1996 y el le de 1998,
que fueron los dominantes en esos afos,
mientras que en el resto de las campanas
en gue estuvieron presentes, lo hicieron
en una baja proporcion. Los restantes pa-
trones comunes a varias campafas apa-
recieron en bajas proporciones.

Asi, y para la bodega del Centro de
Investigacién, no es posible afirmar que
haya cepas tipicas de Saccharomyces ce -
revisiae que jueguen un importante pa-
pel en todas las vinificaciones. Es de des-
tacar que esta bodega, en donde se ha

Bodega experimental del CIDA donde se ha realizado el ensayo.
Camara Oscura

llevado a cabo el estudio, empezd a ela-
borar vino en 1994, y que la creacién de
un ecosistema propio puede requerir un
mayor periodo de tiempo.

Algunos autores (Sabate y col. 1998)
han sugerido que un programa de selec-
ciéon de levaduras deberfa basarse sélo
en aquellas levaduras que aparecieran
como dominantes en algunas vinifica-
ciones, 0 que estuvieran presentes en
sucesivas campanas dentro de un eco-
sistema concreto. A nuestro entender,
este criterio no es suficiente, ya que los
resultados obtenidos muestran que sélo
unas pocas cepas de levaduras son co-
munes a lo largo de varios afos (con
una amplia diversidad clonal) y que las
especies que aparecen como dominan-
tes en un afio pueden desaparecer com-
pletamente en otro. El criterio expuesto
anteriormente para un programa de se-

TABLA 4.

EVOLUCION DE DIFERENTES CLONES DE
LEVADURA (%) DURANTE LAS
VINIFICACIONES DE 1997

| 4 4 4
I 9 17 13
Il 18 12 15

=<

NN w NN o N N N oy

XX

* Cepas No-Saccharomyces.



leccion podria suponer una pérdida de
un amplio potencial genético y la elimi-
nacion de cepas que podrian ser muy
Gtiles en determinadas condiciones de
vinificacion.

La campafia de 1997 fue muy pro-
blematica en muchas zonas viticolas es-
pafolas debido en gran parte a proble-
mas de paradas de fermentacion. La bo-
dega del CIDA no fue una excepcion. La
tabla 3 muestra las medias de los azuca-
res residuales y de la acidez volatil de los
vinos cuyas fermentaciones se estudiaron
en este trabajo. Como puede observarse,
los vinos elaborados en 1997 no acaba-
ron sus fermentaciones y su acidez vola-
til fue demasiado alta.

Esta situacion poco frecuente  tam-
bién se reflejo en los datos microbiologi-
cos obtenidos en 1997. Levaduras no per-
tenecientes a la especie Saccharomyces
fueron las que dominaron en fermenta-
cion tumultuosa (Tabla 4). Los patrones V
y VI (no-Saccharomyces) presentaron fre-
cuencias del 42% y del 8%, respectiva-
mente. Ambos clones desaparecieron en
la fase final de la fermentacion y fueron
reemplazados por un elevado nimero de
clones pertenecientes al  genero
Saccharomyces. La presencia de cepas no-
Saccharomyces como levaduras predomi-
nantes en 1997 podria explicar las parada
de fermentacion y los datos anormales en
cuanto a los andlisis de los vinos.

Conclusiones

- El nimero de cepas de levadura dife-
rentes y su frecuencia de aparicion va-
ria de una campana a otra.

- Algunas cepas de levaduras se repiten
en afos consecutivos, pero su porcen-
taje varia de un afno a otro. Tan sélo
una de ellas estuvo presente en los
cinco afos estudiados.

Como consecuencia de este trabajo,
podemos decir que en los afios objeto de
estudio no es posible afirmar que haya
cepas de Saccharomyces cerevisiae repre-
sentativas del ecosistema de la bodega
del CIDA, quizas debido a que sus insta-
laciones se estrenaron en 1994, afo en
que comenzd este estudio.

En la actualidad se esta llevando a
cabo en el Centro de Investigacion y
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Desarrollo Agrario un proyecto de selec-
cién de levaduras para la elaboracién de
vinos tintos. Para su desarrollo se cuen-
ta con la colaboracion de varias bode-
gas comerciales de la D.O.Ca Rioja, al-
gunas de ellas centenarias. El estudio de
la ecologia de las fermentaciones du-
rante cuatro afos consecutivos en esas
bodegas colaboradoras nos permitira
ampliar este trabajo y comprobar la
existencia o no de cepas de levaduras
caracteristicas.
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