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ecoldgico del cultivo de la vid, gracias al cual se desarro-
llan unas levaduras que intervendran en el proceso de fer-
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DESCRIPCION

Meétodo de obtencién de levaduras para fermentacién con alto grado de alcohol.
Sector de la técnica
El sector al que pertenece la presente invencién es el de la viticultura, es decir el cultivo de la vid.

La presente invencion se refiere a un método natural del cultivo de la vid, gracias al cual se desarrollan unas
levaduras que intervendrén en el proceso de fermentacion del vino y seguirdn este proceso de fermentacion hasta la
total transformacion del azicar en alcohol, por lo que se desarrollardn y se multiplicardn en caldos con un alto grado
de alcohol.

Objeto de la invencion

La invencién tiene por objeto la consecucion de una fermentacién espontdnea y natural de los azicares del mosto
de vino en alcohol, es decir, con levaduras salvajes, que realicen la fermentacién de los azicares aun con alto grado
de alcohol, por lo que se obtendrd un vino con una muy alta graduacién de alcohol y con muy buen alcohol. Mediante
el cultivo de un vifiedo resistente por si mismo a las inclemencias meteoroldgicas y/o climdticas, que sean capaces
de aprovechar los alimentos en el propio terreno, por lo que desarrollardn unas raices profundas y fuertes, hard que
la planta absorba nutrientes y que las levaduras salvajes que aparezcan en las uvas, nos recuerden al terreno donde se
cultiva la vid y transfiera sus cualidades.

Antecedentes de la invencion

Después de la filoxera, plaga que devastd los cultivos europeos a finales del siglo XIX atacando a las raices de
las cepas, se comenz6 a utilizar, en practicamente todas las vides viniferas, el porta-injerto americano resistente a la
mordedura del insecto.

Por tanto, las vides que existen en la mayoria de las regiones viticolas estdn constituidas por un pie de alguna
especie americana o por un hibrido de alguna de ellas, que no ha sido afectada por la filoxera, sobre el que se injerta
un tallo de Vitis vinifera u otra variedad.

La madurez productiva de una vid no llega hasta los cuatro o cinco afios y a los 20 afios tiene su esplendor con
producciones maximas, a partir de los cuales cudnto mds viejo es un vifiedo mejor es su fruto, disminuyendo su
produccién pero aumentando su calidad.

El efecto del riego respecto al grado alcohdlico de los vinos es la disminucidn de la concentracion de los azicares,
debido al efecto de la dilucién. La produccién aumenta al comparar vides irrigadas y no irrigadas se observa que los
compuestos fendlicos e intensidad de los colorantes disminuyen en los vinos procedentes de vides irrigadas. En el
mosto se constata un aumento del 4cido madlico en uvas de vides irrigadas. El efecto de aportaciones de agua al final
de la maduracion repercute en la composicién del vino final y en la calidad por la concentracién de elementos debido
a la dilucién producida en la baya por el agua.

Los compuestos fendlicos son muy importantes en bioquimica vegetal, teniendo funciones diversas, desde la colo-
racién de flores y frutos hasta la impregnacién de lignina de las paredes pecto-celuldsicas.

El papel de los compuestos fenélicos en las variedades de uva tinta es determinante para la calidad del vino cuyo
destino es la crianza en barrica.

El contenido en compuestos fendlicos del vino depende tanto de la variedad vinifera y del rendimiento de la cosecha
como de las condiciones edafoclimdticas y técnicas culturales aplicadas al vifiedo. Entre ellos, son especialmente
relevantes en la calidad de los vinos tintos de crianza, los compuestos flavonoides, basicamente los flavanoles y las
antocianidinas.

Los antocianos o antocianinas representan una parte importante, tanto cuantitativa como cualitativamente de los
flavonoides de las uvas tintas y, en consecuencia, de los vinos resultantes.

La capacidad para el envejecimiento en barrica de los vinos tintos estd relacionada en gran medida con la presencia
de compuestos fendlicos y la concentracion de diferentes elementos en el vino, entre ellas, las antocianinas respon-
sables del color rojo y las procianidinas responsables de parte del color amarillo y del gusto amargo, asi como de la
astringencia y del cuerpo del vino.

La fermentacion del vino es de las mds conocidas y estudiadas.
Las levaduras responsables de la vinificacion son unas levaduras microscdpicas que se encuentran de forma natural

en los hollejos de las uvas (generalmente en una capa en forma de polvo blanco fino que recubre la piel de las uvas,
(Vitis vinifera l.), y que se denomina “pruina”).
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La fermentacién se puede realizar con levaduras salvajes, levaduras inoculadas o empleando ambos procedimien-
tos.

Las cepas de levaduras cultivadas especificas, pueden ser capaces de obtener aromas afrutados, alto grado de
alcohol, textura agradable a la boca y una habilidad para fermentar a bajas temperaturas o con relativamente bajo pH.

En la elaboracién del vino, lo mas principal es que las levaduras completen la fermentacion de todo el azicar en el
zumo de uva, un alto grado de alcohol, normalmente 12% en volumen o algo mas, da al vino su longevidad, cuerpo y
otras caracteristicas muy positivas, sin un buen alcohol el vino muere.

La especie de levadura que se considera mejor para la total fermentacion del alcohol es la Saccharomyces cerevi-
siae.

La fermentacién, como antes hemos dicho, se puede realizar mediante inoculacién de levaduras, esto no es una
necesidad sino una eleccién.

En las bodegas comerciales se inoculan levaduras, aunque no en su totalidad, para convertir el azicar en alcohol.
En la cosecha, las uvas portan millares de organismos, incluidas las levaduras.

La fermentacion con levaduras salvajes o indigenas, aunque es muy minoritaria, la practican algunos elaboradores
europeos, que han fermentado desde siempre con levaduras salvajes y con muy buenos resultados. Asimismo, ela-
boradores de vino Californianos estdn empezando a poner en marcha esta fermentacién espontanea, con resultados
también muy favorables.

Una de las caracteristicas mas comunes de las levaduras salvajes es su baja resistencia al alcohol. Muchos tipos
de levaduras salvajes son incapaces de actuar una vez se alcance niveles de alcohol del 6% en volumen, resultando
un atasco en la fermentacion, un vino sin consistencia, con un sistema de baja inmunidad y gran cantidad de azicar
residual no deseado, entre otros problemas.

Otro problema al utilizar levaduras salvajes en la fermentacion, es la cantidad de tiempo que necesita la levadura
salvaje para establecer colonias, quedando las uvas abiertas a una infeccidn por otros organismos degradados o a la
oxidacion, ademds, una vez comienza la fermentacion, esta es larga, lenta y a baja temperatura.

Otro problema afiadido es la impredecibilidad de los aromas y esteres que las levaduras salvajes pueden introducir
en el vino. Sin embargo, con las levaduras comerciales es posible conseguir los sabores deseados.

Por otro lado, el hecho de que se tarde mas tiempo en arrancar la fermentacién, permite mds tiempo de contacto de
la piel con las uvas, lo que se traduce en mds cuerpo, profundidad de carécter, color y sabores més afrutados.

Se ha constatado que muchos de los impredecibles aromas y esteres comunicados por las levaduras salvajes dan
una interesante naturaleza sofisticada al vino, resultando un vino con sabores complejos, buen bouquet y muy buen
alcohol.

Los factores que limitan la glic6lisis fermentativa del etanol son complejos debido a la interrelacion existente y a
la naturaleza de los pardmetros intervinientes durante el proceso de fermentacion.

El documento FR 2844275 tiene por objeto un procedimiento de vinificacién natural que se caracteriza por com-
prender los siguientes pasos; - transferir mediante gravedad las uvas a barricas de madera, - vibrado para asegurar el
llenado completo de las barricas, - control de la fermentacion de la uva en estos barriles con una oscilacion periddica,
etc. asi como la posterior fermentacién malo-lactica del vino y la conservacién de este vino en el mismo barril de
fermentacién. No emplea bombas para el trasiego ni tanques, sélo cubas.

El documento W02004029193 propone un método de produccién de un producto de fermentacidon, comprendiendo
el método una etapa de fermentacién que incluye el contacto con un microorganismo en fermentacién o medios de
fermentacién utilizados con al menos una enzima de esterasa, como p.ej. lipasa, fitasas, fosfolipasa y cutinasa.

En cuanto al cultivo de las vifias con objeto de conseguir cepas de levaduras salvajes para que realicen la fermen-
tacion total del aziicar de manera natural no hemos encontrado ninguna patente relevante sobre el tema.

Descripcion de la invencion

Se trata de la obtencion de un vino totalmente natural, empezando por la seleccion de la vid, que sea ésta totalmente
natural para que sea la propia vid y por sus propios medios la que se desarrolle y produzca sus frutos.

La intervencién por parte del hombre se centrard a la preparacién del suelo, para lo que eliminaré las hierbas
enterrdndolas “in situ” sin afiadir abono alguno, haciéndose la planta fuerte de una manera natural y adaptandose al
terreno por si sola.
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Siguiendo este procedimiento, se ha comprobado a través de los afios, que la cosecha se podia retrasar con lo que
se conseguia unas uvas con mds proporcion de azicar, se ha llegado a recoger en los meses de enero y febrero, aunque
en los tltimos afios se ha adelantado algo y el resultado, en cuanto a calidad, ha permanecido y en cuanto a produccién
ha aumentado.

En bodega se ha ido viendo una evolucién de las levaduras salvajes aportadas por las uvas, los sabores, aromas
y el bouquet han ido mejorando y estandarizandose y el alcohol era cada vez mejor, hasta que en el afio 2.004 se ha
normalizado, dando a partir de entonces unos vinos mas regulares.

En la elaboracién no se ha aportado ningtn tipo de levadura, sélo se ha realizado con las que venian con las uvas,
es decir, se ha realizado una fermentacidn con levaduras salvajes y se ha visto que éstas transformaban los azicares
presentes en los mostos obtenidos hasta su extincidn, incluso con altos porcentajes de alcohol.

El proceso de elaboracién se ha ido realizando en fases sucesivas obteniendo en cada fase un aumento del tanto
por ciento de alcohol.

El método de la presente Invencidn se basa pues en la obtencion de levaduras salvajes o indigenas para la fer-
mentacién del aziicar en alcohol y que sean capaces de seguir realizando la fermentacién hasta la desaparicion de los
azicares, incluso con muy alto grado de alcohol.

El método empieza desde en el mismo momento de la seleccion de vifias y llega hasta la consecucién de la levadura
de estas cepas, que posteriormente serdn tratadas, en su caso, genéticamente para conseguir una multiplicacién mas
rdpida y para que sean las predominantes en el proceso de fermentacién, es decir, que se desarrollen en cantidad y
fuerza para que prevalezcan frente a otras levaduras que puedan aparecer y que ademads consigan la total fermentacién
de los azicares, para obtener un vino con carcter y muy buen alcohol que le dard longevidad, aromas y sabores, que
no s6lo nos recuerden el fruto sino también la tierra y el ambiente donde se han cultivado las vifias, resolviendo un
problema existente actualmente y que es que con levaduras salvajes o indigenas no se habia conseguido, hasta ahora,
la fermentacién con un alto grado de alcohol.

Realizacion preferente
A.- Descripcion de la metodologia usada

a). El método se inici6 en 1.989. Se ha partido de la premisa de realizar un tipo de agricultura totalmente natural,
comenzando para ello por la seleccién de vifias autdctonas, en este caso de Bobal, Tempranillo y Garnacha.

En el cultivo de estas vifias, no se emplea ningtin abono quimico ni organico, a excepcioén del compost que se
consigue con las hierbas del terreno donde estdn plantadas las vides. El objeto de lo anterior es conseguir unas vifias
resistentes por si mismas y que sean capaces de buscarse los alimentos en el propio terreno, por lo que desarrollardn
unas raices profundas y fuertes. Esto hace que adquiera la uva sabores y aromas que nos recuerden al terreno donde se
cultivan.

En cuanto a la irrigacién, no se realiza ningin riego a pesar de que la pluviosidad en la zona es inferior a 500 1/m?,
ya que se trata de un clima continental y seco, (entre 300 a 500 mm de pluviosidad). Esto logrard que también las
levaduras presentes en la piel de las uvas se hayan adaptado a esta climatologia.

b) En el afio 1.990 se recogi6 la uva mas tarde, pues aguantaban las uvas perfectamente debido principalmente a la
forma de cultivo.

Estas vifias se han ido extendiendo por el terreno, terreno que tiene orientacidn sur y se encuentra en un microclima,
ya que a ambos lados del mismo existen dos pequefios bosques.

¢) Las vifias empezaron a producir uvas diferentes en sabores y aromas a los 6, 7 afios y van mejorando cada afio
la calidad de su produccion.

d) En los afios 1.996 a 1.998, se hace mds vino con las uvas recolectadas tardiamente, que es como se realiza
normalmente la cosecha, (aunque dltimamente se estd adelantando), logrando un alto grado alcohélico entre 14 a 16°
en volumen de alcohol, de una forma totalmente natural con las levaduras salvajes que aparecen en el mosto, es decir,
superando en mucho toda la creencia sobre las levaduras salvajes acerca de su dificultad para vivir y desarrollarse con
esos grados de alcohol. Aunque no se aclimatan a mds graduacién de alcohol, en el afio 1.998 cambian los aromas.
(Se debe a las levaduras?. Sabemos que las levaduras son seres vivos muy sensibles y parece que se estan aclimatando
a altas graduaciones de alcohol. As{ hasta llegar al afio 2.002 en que se coge la primera cosecha comercial y se decide
realizar, también y como siempre, una vendimia tardia en época de nieblas y después de las lluvias del otofio.

Normalmente cuando llueve en septiembre las uvas engordan. Sin embargo, con las lluvias del otofio engrasa la piel
de las uvas, las uvas no engordan y es cuando aparecen las levaduras que intervendrdn posteriormente en el proceso
de fermentacién posterior del aztcar.
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e) En el afio 2.002 se producen 15,5° de alcohol, igual que en el 2.003, se continda de la misma forma y en el afio
2.004 se obtiene una cantidad de alcohol entre 16,5 a 18,68% en volumen.

La obtencidn del vino se realiza elaborando un pie de cuba con uva estrujada, en depdsitos de capacidad inferior a
5.000 litros, sobre el 20-25% de dicho volumen, para que se reproduzca la levadura, siendo esta la salvaje o indigena.
Tarda en fermentar entre 15 a 20 dias alcanzando del 3,5 a 6% de alcohol en volumen. A partir de este pie, se va
afiadiendo del 15 al 20% del volumen del contenedor cada 7 a 15 dias, realizando una fermentacién en escalera y
aportando de esta manera oxigeno y alimento a las levaduras que aumentaran la graduacion alcohélica, hasta conseguir
fermentar todo el azicar y alcanzar un grado alcohdlico entre el 16 al 19% en volumen de alcohol.

Se observa que las levaduras permanecen vivas aunque les falte alimento (azicar); quedan como invernando y
cuando se les aporta aztcar, reinician la fermentacion.

De esta forma se consigue obtener un vino con cuerpo, muy buen alcohol, con lo que se asegura su calidad a lo
largo del tiempo, y con muy buenos aromas que nos recuerdan al ambiente y al terreno, sabores que recuerdan el fruto
donde proceden, consiguiéndose un bouquet caracteristico y debido a la longevidad de las vifias, (vifiedos viejos con
mas de 70 afios), una mayor calidad en los caldos fermentados.

B.- Resultados obtenidos

Se ha estudiado en laboratorio estas levaduras causantes de esta fermentacion, por lo que se extrajeron muestras
representativas del vino producido.

Las muestras recogidas fueron:

- Muestra del poso de una barrica que contenia un porcentaje de etanol de 17.7% en volumen de alcohol.
- Muestra del poso de otra barrica cuyo contenido en alcohol era 18.2% en volumen de alcohol.

- Botella de vino de la misma cosecha que el vino que estaba en barrica.

Todas las muestras y la barrica pertenecian a la cosecha de 2004. Toda esa cosecha estaba todavia en barricas
excepto una barrica que se embotelld y de ahi que tuviese botellas de esa cosecha. La fecha del embotellado de esa
botella fue: 6-11-06.

1- Se sembraron en placas de medio YPD las muestras anteriores, una en cada placa y solamente crecieron las
cepas correspondientes a las muestras de vino que estaban etiquetados como de 18.2% en volumen de alcohol, como
se ve en la figura 1 donde se observan los tres tipos.

En esta placa se observan tres tipos distintos de colonias, que a partir de ahora las llamaremos: levadura blanca,
levadura amarilla y levadura de crecimiento lento.

2- Posteriormente se volvié a sembrar la muestra de 17.7% en volumen de alcohol en medio YPD y en medio SD
para comprobar si realmente no crecia nada, y si se obtuvo un crecimiento. Ademas este crecimiento fue muy similar
al observado en la placa de 18,2% en volumen de alcohol. Todos los procesos siguientes se llevaron a cabo a partir de
las levaduras obtenidas de la placa de 18.2% en volumen de alcohol.

3- Se tom¢6 una muestra de cada tipo de levadura y se sembraron en una nueva placa YPD para que as{ crecieran en
mayor cantidad y poder diferenciarlas mejor, tal como puede observarse en la figura 2. Se ha sefialado con una flecha
cada una de las levaduras en esta figura 2, asi con el nimero 1 se ha indicado la Levadura Blanca, con el nimero 2 la
Levadura de Crecimiento Lento y con el niimero 3 la Levadura amarilla.

4- Una vez las levaduras estuvieron perfectamente definidas y diferenciadas se pas6 a comprobar su capacidad de
crecimiento.

Para ello se cogié la misma cantidad de cada tipo de levadura y se sembraron en una nueva placa YPD y se
comprobd que la levadura que habiamos llamado de crecimiento lento, efectivamente le costaba crecer mas que a las
otras dos.

Ya sabemos que tenemos tres tipos de levaduras, el siguiente paso fue hacer glicerinados con los tres tipos de
levaduras cada una por triplicado. Unos dias después de estar el glicerinado en el congelador se procedié a comprobar
si todos los glicerinados crecian en medio YPD y los resultados fueron satisfactorios, solamente se tuvo un problema y
fue, que en la comprobacién del glicerinado de la cepa de crecimiento lento aparecié un hongo. Para comprobar si ese
hongo procedia del glicerinado o era una contaminacién ambiental repetimos la comprobacién de los tres glicerinados
de la cepa de crecimiento lento y en los resultados de la recomprobaciéon no se obtuvo ningiin hongo, por lo que
deducimos que el hongo procedia de una contaminacién ambiental y que los glicerinados estaban bien hechos.
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5- Se realiz6 una nueva visita a la bodega para recoger nuevas muestras, estas nuevas muestras fueron tomadas del
tanque de fermentacion de la cosecha de 2008.

- Se tom6 una muestra del liquido de la parte inferior del tanque.
- Se tom¢ otra muestra del poso del tanque de fermentacion.

Estas dos muestras fueron sembradas en dos placas de un medio rico de crecimiento de levaduras, YPD y se
dejaron crecer. Nos encontramos con la aparicién de unos hongos filamentosos, indicados, en la figura 3 y mejor
en la figura 4, con una flecha, que sospechamos podria tratarse de la levadura de crecimiento lento que en el
proceso de fermentacion se encuentra en forma de estos hongos filamentosos, para posteriormente evolucionar
a la forma de levadura que hemos obtenido en barricas. En las placas también encontramos abundante levadura
blanca y alguna pequefia muestra de levadura amarilla.

6- A continuacién procedimos a sembrar estas mismas levaduras (los tres tipos glicerinados) en medios con dis-
tintos niveles de etanol para ver su capacidad para desarrollarse. Las levaduras sembradas procedian de las placas de
comprobacién de los glicerinados.

Se prepararon dos tipos de medio uno con glucosa (1%) y otro sin glucosa. Después de fracasar en algunos intentos
de preparacion de medio YPD con etanol (debido a que concentraciones elevadas de etanol fluidifican en exceso el
medio YPD dimos con un método fiable y en estas placas se sembraron las levaduras, obteniendo los siguientes
resultados, que se pueden observar en las figuras 5.1 y 5.2.

Discusion

Como se puede observar la levadura blanca crece sin problemas en todas las concentraciones de etanol y en
grandes cantidades tanto en medio con glucosa como en medio sin glucosa.

La levadura amarilla presenta una morfologia distinta dependiendo de si el medio contiene glucosa o no. En
medios con glucosa crece en forma de grandes colonias mientras que en medios sin glucosa crece en forma de colonias
mas pequefias pero en mucho mayor nimero. En ambos casos se produce una reduccién en la cantidad de levadura al
aumentar el porcentaje de etanol.

Levadura de crecimiento lento: Al igual que la levadura amarilla la levadura de crecimiento lento crece de forma
distinta dependiendo de si el medio lleva glucosa o no. En este caso el comportamiento es el opuesto a la levadura
amarilla, asf las colonias de medio sin glucosa presentan un mayor tamafio que las de medio con glucosa aunque estin
en menor nimero. En cuanto al crecimiento en distintos niveles de etanol vemos como a niveles altos de etanol les
cuesta mas crecer.

En todos los tipos de levaduras se intenté sembrar la misma cantidad en todas las placas, pero eso resulté dificultoso
debido a las caracteristicas de la levadura y del asa de siembra.

Una vez analizados los resultados anteriores, decidimos aumentar la concentracion de etanol para ver cual era la
concentracion limite de etanol que resistia cada tipo de levadura.

Este nuevo ensayo entrafiaba un problema y era que la cantidad de etanol a afiadir era bastante alta y el medio
podia tener problemas para solidificar por lo que decidimos aumentar la concentraciéon de agar en el medio del 2% al
3%.

La cantidad de glucosa que se le puso a este medio fue del 1%.
Los resultados obtenidos fueron:

La levadura blanca creci6 para todas las concentraciones de etanol. La diferencia entre unas concentraciones y
otras era la velocidad de crecimiento de la levadura. Para las concentraciones mayores, la velocidad de crecimiento es
menor, (le costd mds dias crecer), pero como se puede ver la cantidad de levadura crecida es muy similar en todas las
placas.

La levadura amarilla creci6 en todas las placas, pero su crecimiento fue muy pequefio, en algunas placas cuesta
observar si ha crecido o no. Asi en las placas que se observa un mayor crecimiento son las del 25 y 40% de etanol.

La levadura de crecimiento lento crecié en un gran niimero de colonias para una concentracion del 25% y para
mayores concentraciones de etanol no crecio.

A la vista de estos resultados se llegd a la conclusion de que la levadura de crecimiento lento no resiste condiciones
en las que la concentracién de etanol es superior al 25%, mientras que la levadura blanca resiste concentraciones de
etanol muy elevadas y a la levadura amarilla le cuesta mucho crecer en todas las concentraciones de etanol, aunque
crece en cantidades muy pequefias.
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Posteriormente se realizaron ensayos con niveles todavia mds altos de etanol para ver el limite que resisten las
levaduras blancas.

Los niveles de etanol en estas placas fueron: 40%, 45%, 50%, 60%. Los resultados obtenidos fueron:

La levadura blanca crece en todas las placas en gran cantidad aunque en la placa del 60% de etanol se aprecia una
marcada disminucion de la cantidad de levadura. Parece que a este nivel la levadura ya se ve afectada por la toxicidad
del etanol.

La levadura de crecimiento lento no crece en ninguna de estas placas.

La levadura amarilla si presenta indicios de crecimiento en algunas de estas placas pero parece ser que es debido
a lo que se llama crecimiento residual la gran cantidad de levadura sembrada que permanece en la estria de siembra.
Cuando se coge levadura amarilla con el asa de siembra, debido a su textura, se coge gran cantidad de levadura, ésta
es la que se ve en estas placas no es que haya crecido. Estos resultados pueden observarse en la figura 6.

El andlisis de la muestra de la botella de vino. Antes de abrir la botella de vino se la puso un tiempo de forma que
el poso que pudiese contener estuviese en el tapén (boca abajo).

Abrimos la botella y sembramos dos placas distintas, en una sembramos el liquido y en la otra sembramos el sélido
del poso que contenia el tap6n obteniendo los siguientes resultados se observan en la figura 7 la siembra del liquido y
la figura 8 la del poso del tapon.

Dejamos crecer siete dias mds a 28°C y obtuvimos lo que aparece en la figura 9 (siembra del liquido) y figura 10
(siembra del poso).

En esta ultima placa de liquido se puede ver una colonia amarilla que parece ser una contaminacién. Las levaduras
corresponderian a las otras colonias, como se observa en la figura 10.

El siguiente paso fue analizar los distintos tipos de levaduras al microscopio, obteniendo los resultados que pueden
observarse en las figuras 11 y 12 correspondientes a la levadura que denominamos blanca, y observando en la figura
12 un gran niimero de células reproduciéndose.

La figura 13 corresponde a la que se ha denominado como levadura de crecimiento lento.

Cuando se sembré mosto en fermentacion se obtuvieron unas hifas que la figura 14 muestra el resultado de su
observacién al microscopio.

La figura 15 es una de las anteriores hifas entera, observindose perfectamente la cabeza de dicha hifa y que la
figura 16 es una ampliacién de dicha cabeza, que como se puede observar esta formada por pequefias células, estas
células se observan mejor en la figura 17.

Estas células tienen un aspecto muy parecido a las observadas en la levadura de crecimiento lento. El tamafio de
célula es mayor y también una membrana celular mds gruesa en este caso.

Una vez descrita suficientemente la invencién, asi como una realizacién preferente de la misma, s6lo debe afiadirse
que es posible realizar modificaciones en su constitucién y materiales empleados sin apartarse del alcance de la misma,
definido en las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Método de obtencién de levaduras para fermentacidn con alto grado de alcohol caracterizado por seleccionar
unas variedades de vifias naturales autctonas, tener un pie natural, sin injerto alguno, abonar dichas vifias inicamente
con el compost obtenido de las propias hierbas del terreno, recolectar las uvas después de las lluvias del otofio, para
obtener levaduras salvajes autdctonas y por fermentar la totalidad de los aziicares contenidos en las uvas mediante la
formacién de un pie de cuba con uva estrujada, en depdsitos de capacidad inferior a 5.000 litros, sobre el 20-25% de
dicho volumen, reproduccién de las levaduras salvajes aut6ctonas obtenidas, alcanzando del 3,5 a 6% de alcohol en
volumen, rellenos posteriores cada 7 a 15 dias, fermentacién con las mismas levaduras en escalera hasta conseguir
fermentar todo el azicar, obtencién de un grado alcohélico final entre 16 a 19% en volumen de alcohol.
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