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El vino es esencialmente el pro d u c t o
de la fermentación alcohólica, pro c e s o
mediante el cual los azúcares de la uva se
t r a n s f o rman en etanol y otros pro d u c t o s
secundarios debido a la acción de las leva-
duras. La fermentación espontánea del
mosto de uva se lleva a cabo por la flora
indígena de levaduras que acompaña a la
vendimia y la existente en el ecosistema de
la bodega. En este proceso está implicada
la acción secuencial de diferentes género s
y especies de levaduras. Durante las pri-
meras etapas de la fermentación, se desa-
rrollan levaduras indígenas con bajo poder
f e rmentativo: Kloeckera, Hanseniaspora,
Candida y Pichia. Cuando la concentración
de etanol se va incrementando, apare c e n
levaduras de la especie S a c c h a romyces ce -
re v i s i a e, más resistentes al etanol y que
son las responsables del final de  ferm e n-
tación (Fleet y Heard 1993). Por otra part e ,
la composición de la flora de levaduras
puede variar con las condiciones climáticas
( P a rrish y Carrol 1985), la variedad de uva
(Schütz y Gafner 1994) y la tecnología de
vinificación (Charoenchai y col. 1998;
Epifanio y col. 1999). 

D e n t ro de la especie S a c c h a ro m y c e s
c e re v i s i a e existe una gran diversidad ge-
nética, clones distintos, con una capaci-
dad fermentativa diferente (Vezinhet y
Pineau 1990; Guillamón y col. 1996), cu-
ya constancia se ha puesto en evidencia
en los últimos años gracias al desarro l l o
de las técnicas de biología molecular que
p e rmiten diferenciar levaduras a nivel clo-
n a l .

Desde hace algún tiempo se han re a-
lizado numerosos estudios sobre la ecolo-
gía de las levaduras vínicas, con el fin de
estudiar si la fermentación espontánea
está conducida por un alto o por un bajo
n ú m e ro de clones de S a c c h a romyces ce -
revisiae y si estos clones permanecen es-
tables en una bodega de un año a otro
(Despagne 1991; Frezier y Dubord i e u
1992; Vezinhet y col. 1992). Los re s u l t a-
dos obtenidos según zonas son difere n-
tes. Estos estudios tienen gran interés en
o rden a establecer la existencia de cepas
p e rtenecientes a un ecosistema  concre t o
(zona, bodega, denomonación de origen)
y también para llevar a cabo pro g r a m a s
de selección de levaduras autóctonas,

que podrían usarse como inóculos en las
vinificaciones realizadas en una zona de-
t e rm i n a d a .

El objeto del presente trabajo ha sido
el estudio de la ecología de fermentacio-
nes espontáneas en una bodega durante
5 años consecutivos, a fin de determinar
las diferencias entre campañas en la com-
posición de la microflora y su influencia
sobre la cinética de la fermentación alco-
hólica.

Materiales y métodos
Vi n i f i c a c i o n e s : se re a l i z a ron fer-

mentaciones espontáneas (sin inocula-
ción de levaduras) de mosto blanco de la
variedad Viura en las campañas de 1994,
1995, 1996, 1997 y 1998 en la bodega
experimental del CIDA, cuya actividad se
inició en 1994. Se sulfitaron los mostos
antes del inicio de la fermentación (60
mg/l) y ésta se llevó a cabo a temperatu-
ra controlada de 18ºC. Las fermentacio-

nes se realizaron en depósitos de 100 li-
t ros de acero inoxidable. El número de
depósitos controlados fue de doce en
1994, diez en 1995, seis en 1996, y siete
en 1997 y 1998.

Aislamiento e identificación de le-
v a d u r a s : se procedió a la toma de
muestras de todos los depósitos en dos
etapas de la fermentación: tumultuosa y
fase final. Las muestras se sembraron en
cloranfenicol glucosa agar, utilizando el
método de diluciones decimales y se in-
cubaron a 28ºC durante dos días. Se exa-
m i n a ron las placas que contenían entre
30 y 300 colonias, y  se aislaron al azar
diez colonias de cada depósito, en cada
una de las dos etapas de la fermentación
alcohólica (Fleurent y col. 1993). Los da-
tos de todos los depósitos de cada año 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. 
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Figura 1.- Electroforesis del DNA mitocondrial de algunas cepas de levaduras ais-
ladas en la vendimia de 1997. Las líneas 1 a 5  corresponden a clones diferentes
de Saccharomyces cerevisiae. La línea 6 corresponde al patrón Vd y muestra el
perfil típico de levaduras no-Saccharomyces. La línea 7 corresponde al fago .



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

• a nivel de género: Saccharomyces y
no Saccharomyces.

• a nivel de especie: S a c c h a ro m y c e s
c e re v i s i a e y S a c c h a romyces bayanus.

• a nivel de clon: Difere n c i a n d o
cepas dentro de la especie
S a c c h a romyces cere v i s i a e .

La figura 1 es un ejemplo de los re-
sultados obtenidos. Las carreras 1 a 5 co-
rresponden a diferentes cepas de
S a c c h a romyces cere v i s i a e. La carrera 6
muestra un perfil de una cepa no-
Saccharomyces y la  7 es un fago .

Los diferentes clones de levaduras
obtenidos en cada campaña, mediante el
análisis de DNA mitocondrial, se designa-
ron con números romanos. Los subíndi-
ces a, b, c, d, e corresponden a las vendi-
mias de 1994, 1995, 1996, 1997 y 1998,
respectivamente.

Análisis de los vinos: los análisis de
los vinos en cuanto a azúcares resuctores
y acidez volátil se re a l i z a ron según los
métodos oficiales de la CEE (1990).

Resultados y discursión: todas las
colonias aisladas, tanto en ferm e n t a-
ción tumultuosa como en la fase final
de la misma, pert e n e c i e ron al género
S a c c h a romyces, a excepción de algunos
clones de levaduras procedentes de la
campaña de 1997. En este año, como
p o s t e r i o rmente se comprobará, las fer-
mentaciones fueron muy pro b l e m á t i c a s .

El número de clones diferentes detec-
tados en cada campaña y su frecuencia
de aparición variaron de un año a otro
(Tabla 1). Los años en los que aparecieron
un menor número de clones distintos

(1994, 1996 y 1998) hubo una cepa de
levadura dominante durante la fermenta-
ción alcohólica. Así, en 1994, el clon VIII a

se encontró presente con una  frecuencia
del 30%; en 1996, el clon IIc y en 1998,
el Ie fueron los dominantes con porcenta-
jes de 56% y 59%, respectivamente. Esta
circunstancia no se dio en las dos campa-
ñas restantes, donde se encontraron un
elevado número de clones, pero ninguno
de ellos fue el que mayoritariamente diri-
gió la fermentación.

Estos resultados diferentes en fun-
ción de la campaña analizada -un alto
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TABLA 2. 
CLONES IDÉNTICOS AISLADOS EN DIFERENTES CAMPAÑAS 
Y SU FRECUENCIA DE APARICIÓN
(patrones situados en la misma línea son idénticos)

1994 1995 1996 1997 1998
Clon % Clon % Clon % Clon % Clon %

lla 7 Vllld 2
llla 16 XVllb 10 Vlld 8
lVa 2 Xd 1
Va 2 Xlb 5
Vla 8 lle 4

Vllla 30 lb 10 Vlllc 3 lVd 6 Ve 6
XlVa 6 llb 3 Vc 1 Xllle 1
XVa 2 llc 56 Vle 4
XVla 1 Xlllb 3 le 59

XVlb 6 Vllc 6 ld 4
XlXb 6 lXc 2 lXd 3

Xlllc 1 XVe 1
XVlllc 1 Xlld 6

TABLA 1. 
PATRONES DE SACCHAROMYCES Y FRECUENCIA TOTAL EN CADA VENDIMIA ESTUDIADA

1994 1995 1996 1997 1998
Clon % Clon % Clon % Clon % Clon %

la 11 lb 10 lc 1 ld 4 le 59
lla 7 llb 3 llc 56 lld 13 lle 4
llla 16 lllb 1 lllc 1 llld 15 llle 9
lVa 2 lVb 1 lVc 1 lVd 6 lVe 4
Va 2 Vb 13 Vc 1 V*d 21 Ve 6
Vla 8 Vlb 4 Vlc 13 Vl*d 4 Vle 4
Vlla 4 Vllb 13 Vllc 6 Vlld 8 Vlle 1
Vllla 30 Vlllb 1 Vlllc 3 Vllld 2 Vllle 1
lXa 1 lXb 2 lXc 2 lXd 3 lXe 6
Xa 2 Xb 3 Xc 4 Xd 1 Xe 1
Xla 2 Xlb 5 Xlc 1 Xld 4 Xle 1
Xlla 1 Xllb 2 Xllc 2 Xlld 6 Xlle 1
Xllla 2 Xlllb 3 Xlllc 1 Xllld 3 Xllle 1
XlVa 6 XlVb 1 XlVc 1 XlVd 1 XlVe 1
XVa 2 XVb 1 XVc 1 XVd 1 XVe 1
XVla 1 XVlb 6 XVlc 1 XVld 1
XVlla 3 XVllb 10 XVllc 1 XVlld 1

XVlllb 6 XVlllc 1 XVllld 1
XlXb 6 XlXc 3 XlXd 1
XXb 1 XXd 2
XXlb 4 XXld 1
XXllb 4 XXlld 1

* Cepas No-Saccharomyces.
- Los datos son medias entre la fase tumultuosa y la fase final en 12 depósitos en 1994, 10 en 1995, 6 en 1996 y 7 en 1997 y 1998.



número de cepas en bajos porcentajes o
un menor número con una de ellas do-
minante- ya habían sido reflejados en
otros trabajos. Querol y col. (1994) com-
p a r a ron la dinámica de las poblaciones
de levadura en dos bodegas, observando
cómo en una de ellas había una cepa de
levadura dominante mientras que en la
otra se presentaba una sucesión de clo-
nes diferentes en baja pro p o rción. Sin
embargo, Versavaud y col. (1995) detec-
taron, en todas las vinificaciones que es-
t u d i a ron, que las fermentaciones eran
conducidas por una o dos cepas y que és-
tas representaban más del 50% del total
de la población. Las dos situaciones se
han encontrado en este estudio, depen-
diendo del año analizado. 

Cuando se compararon los clones  de
las cinco campañas, se observó la exis-
tencia de 13 cepas que se repitían en más
de una añada, aunque sólo una lo hizo
todos los años (Tabla 2). El clon VIIIa de
1994 es el mismo que los clones Ib, VIII c,
I Vd y Ve c o rrespondientes a los años
1995, 1996, 1997 y 1998. Algo similar
o c u rrió con la cepa XIVa de 1994, que
apareció todos los años a  excepción de

1997 que fue una vendimia problemáti-
ca. Las proporciones en las que aparecie-
ron  estos clones comunes mostraron una
gran variabilidad en función del año. Así,
el patrón VIIIa, que en 1994 tenía una fre-
cuencia de aparición del 30%, no alcan-
za niveles superiores al 10 % en los de-
más años de estudio. Lo mismo se detec-
tó con el  clon IIc de 1996 y el Ie de 1998,
que fueron los dominantes en esos años,
mientras que en el resto de las campañas
en que estuvieron presentes, lo hicieron
en una baja proporción. Los restantes pa-
trones comunes a varias campañas apa-
recieron en bajas proporciones. 

Así, y para la bodega del Centro de
Investigación, no es posible afirmar que
haya cepas típicas de Saccharomyces ce -
re v i s i a e que jueguen un importante pa-
pel en todas las  vinificaciones. Es de des-
tacar que esta bodega, en donde se ha

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

Algunos autores (Sabate y col. 1998)
han sugerido que un programa de selec-
ción de levaduras debería basarse sólo
en aquellas levaduras que apare c i e r a n
como dominantes en algunas vinifica-
ciones, o que estuvieran presentes en
sucesivas campañas dentro de un eco-
sistema concreto. A nuestro entender,
este criterio no es suficiente, ya que los
resultados obtenidos muestran que sólo
unas pocas cepas de levaduras son co-
munes a lo largo de varios años (con
una amplia diversidad clonal) y que las
especies que aparecen como dominan-
tes en un año pueden desaparecer com-
pletamente en otro. El criterio expuesto
a n t e r i o rmente para un programa de se-
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TABLA 3.
DATOS MEDIOS DE ALGUNOS PARÁMETROS DE LOS VINOS ELABORADOS.

Campaña
Parámetros 1994 1995 1996 1997 1998

Azúcares reductores (g/l) 1.93 1.98 2.52 16.78 2.02
Acidez Volátil  (g/l) 0.28 0.39 0.47 2.56 0.60

TABLA 4. 
EVOLUCIÓN DE DIFERENTES CLONES DE
LEVADURA (%) DURANTE LAS 
VINIFICACIONES DE 1997

Fermentación Final
Cepas tumultuosa fermentación Total

l 4 4 4
ll 9 17 13
lll 18 12 15
lV 6 6 6
V* 42 - 21
Vl* 8 - 4
Vll 4 12 8
Vlll 3 1 2
lX 2 4 3
X 2 - 1
Xl - 8 4
Xll 1 11 6
Xlll - 6 3
XlV - 2 1
XV - 2 1
XVl - 2 1
XVll - 2 1
XVlll - 2 1
XlX - 2 1
XX 1 3 2
XXl - 2 1
XXll - 2 1

* Cepas No-Saccharomyces.
Bodega experimental del CIDA donde se ha realizado el ensayo. 
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lección podría suponer una pérdida de
un amplio potencial genético y la elimi-
nación de cepas que podrían ser muy
útiles en determinadas condiciones de
v i n i f i c a c i ó n .

La campaña de 1997 fue muy pro-
blemática en muchas zonas vitícolas es-
pañolas debido en gran parte a proble-
mas de paradas de fermentación. La bo-
dega del CIDA no fue una excepción. La
tabla 3 muestra las medias de los azúca-
res residuales y de la acidez volátil 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 volá-
til fue demasiado alta. 

Esta situación poco frecuente     tam-
bién se reflejó en los datos micro b i o l ó g i-
cos obtenidos en 1997. Levaduras no per-
tenecientes a la especie S a c c h a ro m y c e s
f u e ron las que dominaron en ferm e n t a-
ción tumultuosa (Tabla 4). Los patrones V
y VI (no-S a c c h a ro m y c e s) pre s e n t a ron fre-
cuencias del 42% y  del 8%, re s p e c t i v a-
mente. Ambos clones desapare c i e ron en
la fase final de la fermentación y fuero n
reemplazados por un elevado número de
clones pertenecientes al genero
S a c c h a ro m y c e s. La presencia de cepas no-
S a c c h a ro m y c e s como levaduras pre d o m i-
nantes en 1997 podría explicar las parada
de fermentación y los datos anormales en
cuanto a los análisis de los vinos. 

Conclusiones
- El número de cepas de levadura dife-

rentes y su frecuencia de aparición va-
ría de una campaña  a otra.

- Algunas cepas de levaduras se repiten
en años consecutivos, pero su porcen-
taje varía de un año a otro. Tan sólo
una de ellas estuvo presente en los
cinco años estudiados.
Como consecuencia de este trabajo,

podemos decir que en los años objeto de
estudio no es posible afirmar que haya
cepas de Saccharomyces cerevisiae repre-
sentativas del ecosistema de la bodega
del CIDA, quizás debido a que sus insta-
laciones se estrenaron en 1994, año en
que comenzó este estudio. 

En la actualidad se está llevando a
cabo en el Centro de Investigación y

D e s a rrollo Agrario un proyecto de selec-
ción de levaduras para la elaboración de
vinos tintos. Para su desarrollo se cuen-
ta con la colaboración de varias bode-
gas comerciales de la D.O.Ca Rioja, al-
gunas de ellas centenarias. El estudio de
la ecología de las fermentaciones du-
rante cuatro años consecutivos en esas
bodegas colaboradoras nos perm i t i r á
ampliar este trabajo y comprobar la
existencia o no de cepas de levaduras
c a r a c t e r í s t i c a s .
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