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DESCRIPCION
Cepa de Saccharomyces cerevisiae CECT 13030 y su uso para la elaboraciéon de bebidas alcohdlicas

En el transcurso de la fermentacién del mosto, se produce la accion secuencial de diferentes géneros y especies de
levaduras. En las primeras etapas de fermentacion (4-5% Vol. de alcohol), se desarrollan levaduras indigenas con
bajo poder fermentativo de las especies: Kloeckera, Hanseniaspora, Candida y Pichia. Una vez se supera el 4-5%
Vol. de alcohol, el proceso fermentativo es dominado fundamentalmente por la especie Saccharomyces cerevisiae,
mas resistente al alcohol.

El origen de estas levaduras esta fundamentalmente en la superficie de las uvas asi como en el ambiente de la
bodega (maquinaria, tolvas, prensas, depositos de fermentacion, etc.), siendo esta Ultima una importante fuente de
microorganismos que inoculan los mostos. El numero de levaduras presentes en el hollejo de la uva sana es muy
bajo (entre 10° y 10° UFC/ml), y el nUmero de Saccharomyces cerevisiae es aun menor, menos de 50 células/ml de
mosto. En la bodega, S. cerevisiae es la especie predominante.

La microflora presente en la uva se puede ver afectada por un gran numero de factores que influyen en el niumero y
proporcion de las diferentes especies.

Entre estos factores se incluye la temperatura, la pluviometria y otras influencias climaticas, el grado de madurez de
la uva, el empleo de tratamientos fitosanitarios, el dafio fisico debido a hongos, insectos, etc. y la variedad de uva.
Las variaciones en la flora inicial pueden influir en el proceso fermentativo, provocando retrasos e incluso
interrupciones en la fermentacion, y pueden afectar a la calidad del vino y dar lugar a cambios en la acidez volatil y a
sabores y/o aromas desagradables.

De hecho, la variabilidad de la flora levaduriforme de los mostos puede solventarse mediante la adicién en cada
vendimia de un in6culo microbiano que, al ser mayoritario, normalice la flora inicial y, de esta forma, dé lugar a una
fermentacion homogénea en la bodega afio tras afio.

A la hora de seleccionar las levaduras para la produccién de vinos de calidad, se busca que las levaduras tengan las
siguientes caracteristicas:

- Alta tolerancia a etanol

- Degradacion total de los azucares fermentables
- Resistencia al SO,

- Alta capacidad fermentativa

- Produccién de glicerol

- Fenotipo Killer

Por el contrario, se intenta evitar que la levadura posea las siguientes caracteristicas no deseables:

- Produccién de H,S

- Produccién de acidez volatil

- Produccion de acetaldehido y piruvato

- Formacién de precursores de carbamato de etilo

En la actualidad, casi todas las bodegas emplean inoculos de levaduras comerciales para la fermentacion de sus
mostos. La utilizacion de estos in6culos comerciales en las bodegas reduce el riesgo de cinéticas de fermentacion
lentas y defectos en el gusto y aroma de los vinos. Debido a esto, la inoculacién del mosto con estas levaduras es
una practica generalizada en las bodegas. En la mayoria de los casos, estas levaduras han sido aisladas en éareas,
variedades de uva y condiciones diferentes a las existentes en las bodegas que las usan, ademas de emplearse
indistintamente en otras denominaciones de origen tanto espafiolas como de otros paises, siendo la consecuencia
de su empleo la elaboracién de vinos con cierta pérdida de tipicidad.

Frente a este inconveniente de una aplicacion generalizada y la pérdida de tipicidad, una alternativa que esta
demostrando ser valida es la utilizacion de levaduras autdctonas, aisladas a partir de uvas en una determinada zona
para elaborar vinos de esa misma zona. De esta forma se puede controlar el proceso fermentativo respetando al
mismo tiempo el caracter local de los vinos. En este punto deben indicarse por tanto las numerosas ventajas que
presentaria el empleo de levaduras autdctonas cuando se seleccionan en las denominaciones de origen para la
elaboracion de los vinos. Por otra parte, la seleccion debe centrarse en las uvas, no en el ambiente de bodega,
debido a que precisamente en las bodegas existe una poblacién residual de levaduras de origen variado y
esencialmente comercial.
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Descripcion de la invenciéon

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona una cepa de la especie Saccharomyces cerevisiae
identificada como GBiot-EL 011, dicha cepa fue depositada el 12 de mayo de 2009 en la Colecciéon Espafiola de
Cultivos Tipo (CECT), Burjasot, Valencia con el niumero de acceso CECT 13030.

En un aspecto mas particular, la cepa de la presente invencién se encuentra en formato liquido, fresco en pasta,
seco activo y seco instantaneo.

En un segundo aspecto, la presente invencién se refiere al uso de la cepa de la especie Saccharomyces cerevisiae
identificada como GBiot-EL 011 depositada en la CECT, con nimero de acceso CECT 13030 en la elaboracion de
bebidas alcohdlicas obtenidas por fermentacion alcohélica.

En un aspecto mas particular, la bebida alcohdlica se selecciona de entre vino, cerveza, cava y sidra.

En otro aspecto mas particular, la bebida alcoholica es vino elaborado a partir de mostos de uva. En otro aspecto
mas particular, los mostos son de uva de la region vitivinicola de la Rioja Alavesa, méas en particular son mostos de
uva de variedad de uva tinta, mas en particular son de la variedad Garnacha, Graciano, Mencia, Monastrell,
Mazuelo, Bobal, mas en particular la uva es de la variedad Tempranillo.

En un tercer aspecto, la presente invencién se refiere al uso de la cepa de la especie Saccharomyces cerevisiae
identificada como GBiot-EL 011 depositada en la CECT, con numero de acceso CECT 13030 para la elaboracion de
biomasa.

Descripcion de las figuras

Figura 1: Perfiles genéticos de la cepa GBiot-EL 011 (CECT 13030) obtenidos por separacion electroforética en
geles de agarosa mediante la técnica de amplificaciébn de las secuencias inter delta (A) y el analisis de
fragmentos de restriccién del ADN mitocondrial (B). M: Marcador de peso molecular (fago A digerido con la
enzima de restriccién Pstl).

Figura 2. Cinética fermentativa de la levadura autoctona y de la levadura comercial en la microvinificacién | del
ejemplo 2. La cinética fermentativa de estas levaduras se expresdé como la evolucién de los °Brix del mosto en
funcién del tiempo.

Figura 3: Cinética fermentativa de la levadura autoctona y de la levadura comercial en la microvinificacion 11l del
ejemplo 2.

Figura 4. Cinética fermentativa de la levadura autéctona en formatos: fresco en pasta, seca y de la levadura
comercial en la microvinificacion | del ejemplo 3.

Figura 5. Cinética fermentativa de la levadura autéctona en formatos: fresco en pasta, seca y de la levadura
comercial en la microvinificacion Il del ejemplo 3.

Figura 6. Cinética fermentativa de la levadura autoctona en formatos: fresco en pasta, seca y de la levadura
comercial en la microvinificacion Ill del ejemplo 3.

Figura 7. Cinética fermentativa de la levadura autéctona en formatos: fresco en pasta, seca y de la levadura
comercial en la microvinificacion IV del ejemplo 3.

Figura 8. Cinética fermentativa de la levadura autoctona y de la levadura comercial en la microvinificacion | del
ejemplo 5.

Figura 9. Cinética fermentativa de la levadura autoctona y de la levadura comercial en la microvinificacion 1l del
ejemplo 5.

Descripcion de la invencion

La cepa GBiot-EL 011 depositada en la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) con numero de acceso CECT
13030, presenta las siguientes caracteristicas:

Morfologia:

- Morfologia celular: células ovaladas, redondeadas

- En medio s6lido (agar extracto de malta) la colonia presentaba un color blanquecino, superficie lisa y brillante
- En agar lisina no presentaba crecimiento.

Caracteristicas metabdlicas

- Fermentacion de carbohidratos en condiciones de aerobiosis, la cepa fue: Glucosa (+), maltosa (+), sacarosa (+),
trehalosa (+), rafinosa (+), aglucosidasa (+), xilosa (+), galactosa (+), histidina (+), leucil-glicina (+), prolina (-) y
lactosa (-).

- Fermentacién de carbohidratos en condiciones de anaerobiosis, la cepa fue: Glucosa (+), maltosa (+), sacarosa
(+), trehalosa (+), rafinosa (+), Bglucosidasa (+) y galactosa (+).
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- Asimilacion de compuestos nitrogenados, la cepa fue: nitrato (-), lisina (-).

- Requerimientos de oxigeno: es anaerobia facultativa.

- Crecimiento a distintas temperaturas: la cepa crecio, al menos, en un intervalo de temperatura comprendido
entre 14 °C y 37 °C.

- Resistencia a la cicloheximida: presentd su limite de crecimiento en presencia de 10 ppms de cicloheximida.

Caracteristicas enoldgicas/tecnologicas de la cepa:

La cepa GBiot-EL 011 (CECT 13030) present6 una cinética de fermentacién rapida y regular con una fase de
latencia corta. Fue capaz de llevar a cabo fermentaciones alcohdlicas dentro de un amplio rango temperaturas, al
menos entre 14 °C y 30 °C, pero fue éptima para fermentaciones de vinos tintos con un intervalo de temperatura de
20-30 °C. La capacidad floculante fue buena y con formacién de espuma media.

El rendimiento alcohdlico fue elevado: 16,8 gramos de azucar por grado alcohodlico producido. Agot6 casi en su
totalidad los azucares reductores presentes en el mosto, dejando los vinos practicamente secos (entre 1-6 g/l de
azucares residuales).

La cepa GBiot-EL 011 (CECT 13030) mostré una resistencia elevada al dioxido de azufre, resistiendo
concentraciones de hasta 100 g/l de SO; total. La cepa de levadura GBiot-EL 011 (CECT 13030) se inocul6é en un
medio de cultivo, que contenia concentraciones de 50, 75 y 100 mg/l de SO, y se observo si el crecimiento se
producia tras 48-72 horas de incubacion.

La tolerancia a etanol también fue elevada, en torno al 16% vol. La determinacién de la resistencia a etanol se llevd
a cabo mediante la inoculacién de una cepa autdctona tanto en el medio de cultivo liquido como en placas Petri con
contenidos de etanol de 12, 14y 16% vi/v.

La cepa GBiot-EL 011 (CECT 13030) tiene un fenotipo Killer neutro, es decir, no secreta la toxina Killer pero si es
resistente a ella. La determinacion del fenotipo Killer se basa en la inoculacion de la levadura que se va a probar en
una placa con un medio tamponado e inoculado con un césped de levadura sensible, y en otra placa, con el mismo
medio inoculado con un césped de levadura Killer (Bevan y Somers, 1969). Tras su incubaciéon a 27 °C durante 72
horas se observd crecimiento en ambas placas sobre los dos céspedes de las cepas control sin aparicion de halos
de inhibicién.

La produccién de acido sulfhidrico fue baja. El método utilizado para determinar la formacién de H,S se basoé en el
grado de oscurecimiento de las colonias crecidas en un medio con agar Biggy (Bismuth-Glucose-Glycine-Yeast), una
modificacion de la férmula desarrollada por Nickerson (1953). Este medio contiene sulfito de bismuto y varia de color
crema (cepas poco productoras) a marrdn oscuro (cepas muy productoras). El grado de oscurecimiento lo determina
el sulfuro de bismuto, que se forma por la combinacién del bismuto en el medio y el H,S liberado por las levaduras.

La produccion de glicerol fue media, 8 g/l de glicerol. La determinacién del glicerol producido durante la fermentacion
alcohdlica se realizé mediante el método enzimatico desarrollado por Kreutz (1962) modificado.

La produccién de acidez volatil también fue baja (<0,54 g/l de acido acético). Se empled el método de Garcia-Tena
(Garcia Barcel6, 1976).

Caracterizacion genérica

La caracterizacion genética de la cepa GBiot-EL 011 (CECT 13030) se obtuvo mediante dos técnicas moleculares
complementarias: la amplificacion por PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) de las secuencias inter delta que
flanquean los retrotrasposones Ty1 (Ness, 1993) y el analisis de polimorfismos de los fragmentos de restriccion del
ADN mitocondrial (Querol, 1992). La Figura 1 muestra los perfiles genéticos de la cepa GBiot-EL 011 (CECT 13030)
obtenidos con cada una de las técnicas.

Produccién de biomasa

La produccién de biomasa se llevé a cabo mediante cultivo Fed-Batch, en un fermentador de 12 litros de capacidad
total (Biostat C), con control continuo del pH, temperatura, oxigeno disuelto y agitacién. La alimentacién se llevd a
cabo empleando un medio de alimentacién con una concentracion de azucares totales de 250 g/l (sacarosa,
glucosa, fructosa), suplementado con una fuente de nitrégeno, magnesio, vitaminas (biotina, inositol y pantotenato
célcico) y sales minerales (sulfato de hierro, sulfato de zinc y sulfato de cobre).

El fermentador se inocglé con un volumen de inoculacion asegurandose un recuento de células en el volumen inicial
de fermentacion de 10° UCF/ml.

En cuanto a las condiciones de fermentacion, fueron las siguientes:
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- pH: el pH del cultivo se mantuvo en 4,5 a lo largo de todo el proceso mediante la adicion de NaOH al 25% (p-v'1)
y HaPO4 al 75% (pov').

- Temperatura: 30 °C

- Agitacion: 700 rpm

El proceso de obtencién de biomasa durd del orden de 40 horas. La viabilidad obtenida por ml en el caldo
fermentado alcanzé el orden de 10° UFC/m.

A partir de este caldo obtuvimos los siguientes formatos para la levadura:

- Formato liquido: caldo fermentado sin ningun tipo de tratamiento con un recuento de células viables = 10°
UFC/ml.

- Formato en pasta: se obtuvo a partir de la filtracion, mediante filtro prensa, del caldo fermentado. Este
tratamiento nos permitié obtener una crema con un recuento de células viables 2 10" UFC/g.

- Formato seco activo: este formato se obtuvo a partir de la levadura en pasta y con un tratamiento de
deshidratacién consistente en un secado con lecho fluido. El producto ha de tener un contenido de humedad
inferior al 8 %. El secado a 37 °C durante 60 minutos nos proporciond un producto de levadura seca con un
recuento de células viables = 5 x 10° UFC/g. Para su aplicacion el producto ha de rehidratarse previamente.

- Formula seca instantanea: este formato se obtuvo a partir de la levadura en pasta con un tratamiento de
deshidrataciéon por secado en lecho fluido. El producto ha de tener un contenido de humedad inferior al 5 % y un
recuento de células viables = 10" UFC/g.

Ejemplo 1. Obtencion de la cepa GBiot-EL 011 (CECT 13030)

El aislamiento y la seleccion de las levaduras se realizaron durante dos vendimias consecutivas. Como resultado de
este estudio, se seleccioné una cepa de levadura autéctona de la especie S. cerevisiae, GBiot-EL 011 (CECT
13030). Las pruebas de la levadura autéctona seleccionada se realizaron durante 3 vendimias.

Para el aislamiento de levaduras autéctonas, se procedié a recoger uva sana y madura de la variedad Tempranillo
en varios vifiedos pertenecientes a la region vitivinicola de Rioja Alavesa. Se tomaron muestras procedentes de
vifiedo joven (cepa de edad menor a los 25 afios), vifiedo viejo (cepa de edad comprendida entre 25-50 afios) y
vifiedo autdctono (cepa con una edad superior a 50 afios).

Las uvas se trasladaron al laboratorio y se almacenaron en un lugar fresco y ventilado hasta su procesamiento. En
ese momento, se estrujaron y fermentaron en recipientes estériles. Dichos recipientes se introdujeron en un
incubador orbital con temperatura controlada de 27 °C. A lo largo de la fermentacién se realizé un seguimiento de los
°Brix y una vez que éstos se estabilizaron se procedié a la toma de muestras de estos envases para aislar las
levaduras. Las muestras obtenidas para aislar las levaduras se inocularon, tras las correspondientes diluciones
decimales, en placas de Petri que contenian agar extracto de malta y se dejaron incubar a 27 °C. De cada placa, con
30-300 colonias, se tomaron tres colonias diferentes con una apariencia concordante con Saccharomyces
cerevisiae. El total de cepas de levaduras aisladas de la uva, con apariencia de S. cerevisiae fue de 175.

Una vez caracterizadas todas las levaduras, se seleccionaron aquellas que cumplian los siguientes requisitos
tecnolégicos:

- Crecimiento en lisina-agar: negativo.

- Prueba rapida: S. cerevisiae.

- Fenotipo Killer. neutro o Killer.

- Formacién de acido sulthidrico: media o baja.

- Resistencia al dioxido de azufre: crecimiento positivo al menos en placas con 50 mg/I de SO4/I.
- Resistencia a etanol: crecimiento positivo al menos en placas con 12 % de etanol.

De todas las levaduras aisladas, 76 de las cepas se identificaron como S. cerevisiae mediante el Rapid Yeast Plus
System (Remel).

El total de levaduras seleccionadas de acuerdo con estos criterios fueron 41. Estas levaduras se sometieron a un
primer proceso de microvinificacion con mosto de uva estéril.

Las microvinificaciones consistieron en la inoculacién con las levaduras autoctonas caracterizadas en un mosto
estéril y posterior vinificacion a escala de laboratorio en condiciones controladas. La inoculacion con las levaduras
autdctonas preseleccionadas se realizé en mosto de uva de la variedad Tempranillo procedente de la Rioja Alavesa.

Este proceso de microvinificacion nos permitid descartar las levaduras con cinéticas fermentativas inadecuadas y
que dieron lugar a levaduras no aptas desde el punto de vista organoléptico.
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El proceso de fermentacién se llevd a cabo en frascos de fermentacién de cristal de 250 ml, por duplicado,
sumergidos en un bafio termostatizado con agitacion y temperatura controlada de entre 16 y 27 °C, dependiendo del
producto que se deseaba obtener. Las levaduras pendientes de probar se inocularon en una proporcién que nos
permitid alcanzar en todos los casos una poblacién inicial de 10° células/ml. El proceso de fermentacion se siguiod
por medida diaria del °Brix hasta alcanzar un valor constante. En ese momento el vino se trasego, se centrifugd y se
almacend en atmésfera inerte de nitrégeno o se sulfité (20 mg SO./l) hasta el momento de la cata del vino. En la
cata de vino se valoraron los siguientes aspectos:

- Color: se valoré la formacion de capa, limpidez y brillo.
- Nariz: intensidad, complejidad, y con aromas sin defectos.
- Boca: tanicidad y cuerpo.

Ademas de la cata, se realiz6 un analisis de los vinos obtenidos de los siguientes parametros: pH, azucares, grado,
azufre libre, azufre combinado y azufre total, acidez volatil, acidez total, glicerol, acido malico, intensidad colorante,
tonalidad, indice de polifenoles totales, antocianos totales, taninos totales y parametros CIELAB. Estos analisis
fueron realizados por la FUNDACION LEIA.

Los resultados obtenidos en este proceso de vinificacidn nos permitieron descartar todas aquellas cepas que no
presentaron buena actividad fermentativa y dieron lugar a defectos organolépticos en el vino.

Las cepas que presentaron una buena actividad y cinética fermentativa y que se valoraron positivamente en la cata,
se identificaron mediante pruebas de biologia molecular (PCR y RFLP del ADN mitocondrial). Esta caracterizacion
molecular nos revel6 cuantas de las cepas aisladas e identificadas como S. cerevisiae eran genéticamente
diferentes, es decir, eran cepas distintas.

Con la informacion obtenida en la microvinificacién, tanto de la cinética fermentativa, los resultados de la cata y
analisis del vino y con la informacién sobre caracterizacion molecular de las cepas previamente seleccionadas de
dicha microvinificacion, se procedié a realizar otras dos microvinificaciones que nos seleccionaron las cepas que
probamos a escala industrial, es decir, en bodega. En estas microvinificaciones se analizaron las cepas variando las
condiciones del mosto y dependiendo de la aplicacion perseguida.

Para la seleccion de cepas de levadura para la fermentacién alcohdlica con el fin de obtener vino tinto, se realizaron
las siguientes las microvinificaciones:

Microvinificacibn de mosto rico en azucares: el mosto que se utilizd como sustrato tenia un contenido en
azucares de 25 °Brix, lo que supuso un grado alcohdlico de 14,8°.

Microvinificacion de mosto con pasta: fue una microvinificaciéon en la que el mosto contenia gran cantidad de
materia en suspension tal como lias, hollejos, etc., que simulé las condiciones del mosto en bodega.

En el caso de la seleccion de cepas para procesos de refermentacion, ademas de analizar estas condiciones, se
analizaron otras microvinificaciones tales como:

- Microvinificacion de mosto con bajo contenido en nutrientes, tales como nitrégeno y vitaminas.

- Microvinificacion a baja temperatura 12 °C y a alta temperatura 33 °C.

- Microvinificacion con mosto parado, con azucar y alto contenido en alcohol.
Dependiendo de las cinéticas fermentativas, los resultados analiticos obtenidos y los resultados por cata, se
seleccionan las cepas que se probaron en bodega.

Ejemplo 2. Microvinificacion con mostos distintos y levadura liquida

La microvinificacién se realizé en dos mostos de uva Tempranillo diferentes que presentaban las caracteristicas
fisico-quimicas descritas en la tabla 1.

Tabla 1 Parametros analiticos de los mostos de partida para la microvinificaciones.

ANALISIS MOSTO 1 MOSTO 2
pH 3,83 3,65

°Brix 22 23,4
Densidad (g/ml) 1093 1098
Azucares reductores (g/l) 190 208
Grado probable (%v/v) 12,8 13,7

NFA (mg/l) 167 149

SO;, libre (mg/l) 0 13

SO, total (mg/l) 3 26
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Microvinificaciéon 1

En esta microvinificacién se comparé la levadura autoctona GBiot-EL 011 (CECT 13030) aislada a partir de uvas
procedentes de vifiedos de Rioja Alavesa junto a una levadura comercial Zymaflore F15 que se utilizd como
referencia. Como sustrato se utilizd un mosto de Tempranillo estéril, referenciado como mosto 2 en la tabla 1 (mosto

ES 2524704 T3

ANALISIS MOSTO 1 MOSTO 2
Acidez volatil (g/l acido acético) 0,06 0,03
Acidez total (g/I acido tartarico) 5,2 5,7
Acido malico (g/l) 3,3 39
Glicerol (g/l) 0,58 0,57
Intensidad colorante 5,888 4,02
Tonalidad 0,699 0,43
IPT 30 19
Antocianos totales (mg/l) 217 278
Taninos totales (mg/l) 1,5 1
Parametros CIELAB:

Significacién I* 21,219 39,085
Significacion a* 45,099 61,8
b* 24,936 20,127

estéril sin poblacién microbiana y sin hollejos).

Tanto la levadura autéctona como la cepa comercial presentaron una cinética fermentativa rapida y regular y

terminaron la fermentacion en 19 dias.

Los resultados analiticos de los vinos obtenidos a partir del mosto inoculado se resumen en la tabla 2.

MUESTRA LEVADURA COMERCIAL| LEVADURA AUTOCTONA
oH 346 343
°Brix 7,5 7,5
Grado (v/v) 13,5 13,62
Rendimiento EtOH (%) 47,4 47,8
Azucares reductores (g/l) 3.1 3,6
SO, libre (mg/1) 0 0

SO, combinado (mg/l) 9 6

SO; total (mg/l) 9 6
Acidez volatil (g/l acido acético)| 0,26 0,29
Acidez total (g/l &cido tartarico) | 6,3 6,3
Glicerol (g/l) 8,5 8,5
Acido malico (g/) 3,08 3,4
Intensidad colorante 3,557 3,3
Tonalidad 0,86 0,862
IPT 21 19
Antocianos (mg/l) 144 153
Taninos totales (mg/l) 1 1
Parametros CIELAB:

I 34,184 37,163
a* 30,953 30,717
b* 12,716 12,121




10

15

20

25

30

35

ES 2524704 T3

Como puede observarse, la levadura autoctona seleccionada conduce a la obtencién de un vino, tras la
fermentacion alcoholica, de caracteristicas muy similares al obtenido con la levadura comercial. En los dos casos los
vinos fueron correctos desde el punto de vista organoléptico, no apreciandose defectos. Los resultados obtenidos en
las analiticas no mostraron diferencias significativas entre las dos levaduras.

Microvinificacién Il

En esta microvinificacion se utilizé el mosto referenciado como 1 en la tabla 1 que, al igual que el anterior, se trata
de un mosto estéril sin poblacién microbiana y sin hollejos.

La Figura 2 representa la cinética fermentativa de estas levaduras expresada como la evolucion de los °Brix del
mosto en funcion del tiempo. Las dos levaduras terminaron la fermentacién en 13 dias y presentaron una cinética
fermentativa similar.

La tabla 3 muestra los parametros analiticos de los vinos obtenidos en esta microvinificacion.

Tabla 3. Parametros analiticos de los vinos elaborados con microvinificacion Il

MUESTRA LEVADURA LEVADURA AUTOCTONA
COMERCIAL
pH 3,44 3,41
°Brix 7 7
Grado (v/v) 12,97 13,78
Rendimiento EtOH (%) 455 48,4
Azucares reductores (g/l) 2,6 2,6
Acidez volatil (g/l acido acético) 0,27 0,21
Acidez volatil (g/l acido tartarico) 5 5
Glicerol (g/l) 8,8 8,5
Acido malico (g/) 2,76 2,72
Intensidad colorante 0,496 0,478
Tonalidad 1,286 1,306
IPT 6 6
Antocianos (mg/l) 20 22
Taninos totales (mg/l) 0,3 0,3
Parametros CIELAB:
L* 87,886 88,46
a* 8,987 9,123
b* 9,015 9,343

En esta segunda microvinificacion se observaron pequefias diferencias entre la levadura autoctona y la comercial,
que se apreciaron en el valor del grado y rendimiento de etanol obtenidos, siendo ligeramente superiores los
obtenidos con la levadura autoctona.

En cuanto a la valoracién en cata, el vino inoculado con la levadura autéctona destacé por su intensidad y redondez.
Microvinificacion 111

La microvinificacion realizada utilizé6 como base el mosto que se probo en la primera vinificacion, referenciado como
mosto 2, con los hollejos presentes en el mismo mosto. Las cinéticas de fermentacién que presentaron en este
mosto las levaduras se reflejan en la figura 3.

Las fermentaciones con este mosto fueron mas rapidas que en las dos microvinificaciones anteriores, y en solo 8
dias estuvieron terminadas. El contenido en sélidos en suspension estimul6 el crecimiento y metabolismo de las
levaduras durante la fermentacién. Las dos levaduras, al igual que en las dos microvinificaciones anteriores,
presentaron una cinética similar.

Respecto a los resultados analiticos de los vinos obtenidos en esta microvinificacién, se muestran en la tabla 4.
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Tabla 4 Parametros analiticos de los vinos obtenidos en la microvinificacion Ill.

MUESTRA LEVADURA COMERCIAL| LEVADURA AUTOCTONA
pH 3,48 3,47
°Brix 7,6 7,6
Grado (v/v) 13,98 13,34
Rendimiento EtOH (%) 491 46,8
Azucares reductores (g/l) 1,6 1,7
Acidez volatil (g/l acido acético) | 0,24 0,21
Acidez volatil (g/l acido tartarico)| 7,2 6,5
Glicerol (g/l) 10 9,9
Acido malico (g/l) 3,56 3,54
Intensidad colorante 1,981 2,123
Tonalidad 0,813 0,864
IPT 15 15
Antocianos (mg/l) 117 112
Taninos totales (mg/l) 0,8 0.8
Parametros CIELAB:

L* 58,139 55,992
a* 45,227 42,969
b* 17,163 18,446

En esta microvinificacién se observaron pequefas diferencias entre la levadura autoctona y la comercial, que se
apreci6 en el rendimiento de etanol obtenido, siendo en este caso ligeramente superior en el vino fermentado con
levadura comercial.

Respecto a la cata, los vinos fueron valorados positivamente, y no se apreciaron defectos en los mismos.
Ademas de la cata y el analisis de los vinos, se procedio a realizar un estudio de implantacion de las dos levaduras,
dado que el mosto con hollejos presentaba su propia poblacién indigena. En los dos casos, tanto la levadura

autéctona como la comercial se implantaron en un 100%.

Ejemplo 3. Microvinificacion con diferentes formatos de la levadura autéctona.

Se probaron 3 formatos de presentacion de la levadura autoctona con el fin de evaluar las cualidades fermentativas,
organolépticas y analiticas de las distintas formulaciones. Los formatos fueron los siguientes: en forma de pasta
fresca y en forma seca activa. La levadura autéctona se comparé con la Zymaflore F15, utilizada frecuentemente en
la elaboracién del vino Rioja y apreciada por los endlogos por sus caracteristicas fermentativas, analiticas y
organolépticas. En el caso de la levadura comercial, se realiz6 el ensayo en su forma seca activa, que es el formato
comercial disponible.

Como substratos para las fermentaciones en el laboratorio, se emplearon dos mostos de uva de la variedad
Tempranillo procedentes de Rioja Alavesa. La siguiente tabla recoge las principales caracteristicas de dichos
mostos.

Tabla 5 Parametros fisico-quimicos de los mostos empleados para las microvinificaciones.

Parametros analiticos Mosto 1 Mosto 2
Grado probable (%v/v) 12,90 14,72
Acidez volatil (g/l acido acético) 0,03 0,03
Acidez total (g/l acido tartarico) 3,7 3,7
Acido malico (g/) 2,41 2,8
Glicerol (g/l) 0,19 0,25
Intensidad colorante 1,994 2,472
Tonalidad 0,465 0,532
IPT 15 16
Antocianos totales (mg/l) 140 156
Taninos totales (mg/l) 1 1
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Parametros analiticos Mosto 1 Mosto 2
Parametros CIELAB:

L* 58,153 48,673
a* 57,331 49,962
b* 8,449 5,453

Las microvinificaciones llevadas a cabo fueron las siguientes:

- Microvinificacion I: mosto 1 estéril, ajustado a 23 °Brix, 257 mg N asimilable/l, 40 mg, SO/l y pH 3,51.

- Microvinificacion Il: mosto 2 estéril con exceso de azucares, a 25 °Brix, 260 mg N asimilable/l 40 mg SO/l y pH
3,54.

- Microvinificacion 1ll: mosto 2 con pasta (hollejos), a 24.6 °Brix, 40 mg SO/l y pH 3,42.

- Microvinificacion Il: mosto 1 estéril, ajustado a 23 °Brix, 250 mg N asimilable/l, 40 mg SO/l y pH 3,5.

La preparacion de las inoculaciones se realiz6 de la siguiente forma:

- Levadura fresca: se disolvié en una parte alicuota de mosto y se afiadié directamente.

- Levadura seca: se disolvié en agua destilada con glucosa (1:10 w/v), se incubd a 40 °C durante 20 minutos, se
mezcl6é con una parte alicuota de mosto, se incub6 durante 10 minutos y se afiadié el mosto para comenzar la
fermentacion.

En ese momento de la inoculacién se obtuvo en todos los casos una poblacién inicial de levaduras de 10° células/ml.
Las fermentaciones se llevaron a cabo en frascos de cristal de 250 ml sumergidos en bafios termostatizados con
agitacion y temperatura controlada (27 °C). El proceso se sigui®6 mediante medida diaria de °Brix y se dio por
finalizado cuando éste se estabilizd. Los vinos elaborados se trasegaron, se centrifugaron y almacenaron en una
atmésfera inerte de nitrdgeno y se sulfitaron (20 mg SO2/I) hasta el momento de la cata.

Una vez finalizadas las microvinificaciones, se realizaron las catas de los vinos obtenidos, valorando su color, aroma
y gusto. Asimismo se realizaron los analisis correspondientes.

Sobre estos datos se llevo a cabo un andlisis de la varianza (ANOVA) de dos vias (tipo de levadura y formato) para
detectar diferencias significativas entre las microvinificaciones preparadas con diferentes levaduras en sus diferentes
formatos. El nivel de significaciéon en todos los casos es del 95%.

Microvinificacion |

En esta microvinificacion se utilizé el mosto 1 como sustrato a fermentar.

La figura 4 muestra la cinética fermentativa de estas levaduras expresada como la evolucién de los grados Brix del
mosto con el tiempo.

Como se aprecia en la Figura 4, la levadura autéctona (fresca o seca) comenzé la fermentacion rapidamente,
mientras que la levadura comercial comenz6 un poco mas tarde. Todas las fermentaciones terminaron en un tiempo
similar y con unos °Brix similares.

Los resultados analiticos de los vinos obtenidos de las microvinificaciones de la levadura autoctona y la levadura
control en sus diferentes formatos se muestran en la tabla 6.

Tabla 6: Parametros fisico-quimicos de los vinos obtenidos por la inoculacién de la levadura autoéctona en sus
diferentes formatos y la levadura comercial sobre el mosto 1.

Levadura AUTOCTONA COMERCIAL
Formato Fresca Seca Seca

pH 3,26 + 0,07 3,16 £ 0,04 3,23+ 0,03
°Brix 6,9+0,1 6,704 6,9+0,1
Grado 134+0 12,5+0,5 12,8 £ 0,1
Azucares reductores (g/l) 2,8+0,6 25+17 2,7+11
Rendimiento EtOH (%) 57,90 + 0,09 54,14 + 2,22 55,21 + 0,37
Acidez volatil (g/l cido acético) 0,29 + 0,06 0,29 £ 0,11 0,44 £ 0,02
Acidez total (g/l acido tartarico) 5701 6,0+0,2 5701
Glicerol (g/l) 6,4+0,1 74+04 8,2+0,1
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Levadura AUTOCTONA COMERCIAL
Formato Fresca Seca Seca

Acido malico (g/) 3,07 £ 0,08 2,65+ 0,64 2,47 £ 0,01
Intensidad colorante 1,380 £ 0,230 1,580 + 0,160 1,040 £ 0,100
Tonalidad 0,570 + 0,030 0,610 + 0,040 0,650 + 0,010
IPT 13+1 130 13+1
Antocianos (mg/l) 85+6 84 +13 84+0
Taninos totales (mg/l) 0,62 + 0,01 0,66 + 0,01 0,65 + 0,04

Parametros CIELAB:

L*

67,370 = 4,060

63,480 = 2,540

73,160 = 2,300

*

a

43,840 + 4,990

42,460 + 5,430

34,740 + 0,950

b*

8,060 + 0,910

8,620 + 1,460

6,780 + 0,410

Desde el punto de vista organoléptico, los catadores describieron los vinos como correctos, sin defectos sensoriales

que descartaran ninguno de los formatos en que se presentaba la levadura autoéctona.

Microvinificacion Il

Se repiti6 el disefio experimental desarrollado en la Microvinificacion |, utilizando el mosto referenciado como 2 con
un °Brix ligeramente mas alto (25 °Brix) con el fin de comprobar la efectividad de la levadura autéctona en un medio

con mayor contenido en azucares.

En todos los casos, las microvinificaciones se llevaron a cabo por inoculaciéon de la levadura autéctona en sus dos
formatos (fresco en pasta y seco) y la levadura comercial sobre el Mosto 2.

En la figura 5 se muestra la cinética fermentativa de estas levaduras expresada como la evolucién de los °Brix del

mosto con el tiempo.

Al igual que en la microvinificacion |, la levadura autéctona comenzo6 la fermentacién inmediatamente tras afiadirse al
mosto, mientras que la levadura comercial tiene un "periodo de adaptacion” mayor. Todas las levaduras terminaron
la fermentacion en 15 dias y los vinos resultantes presentaron unos niveles de azucares residuales similares.

La Tabla 7 muestra los resultados analiticos de los vinos obtenidos de las microvinificaciones por inoculacion de la

levadura autoctona en sus diferentes formatos y la levadura comercial sobre el mosto 2.

Tabla 7. Parametros fisico-quimicos de los vinos obtenidos por inoculacion de la levadura autéctona en sus

diferentes formatos y la levadura comercial sobre el mosto 2 + DE.

Levadura AUTOCTONA COMERCIAL
Formato Fresca Seca Seca

pH 3,32+0,0 3,33+0,04 3,31+ 0,01
°Brix 9,5+0,1 8,7+04 9,3+0,4
Grado 13,7+0,3 13,9+0,5 13,6 +0,3
Azucares reductores (g/l) 21,7+1,6 14,0+6,2 19,5+45
Rendimiento EtOH (%) 44,01 £1,08 44,55 + 1,53 43,51 £ 0,06
Qggﬁ; )"O'ét" (g/l cido 0,38 + 0,02 0,53 + 0,02 0,36 + 0,04
gﬂgﬁista' (9/t acido 6,0+0,1 61403 6.2+0,1
Glicerol (g/1) 8,6 +1,1 8,1+0,6 8,7+1,1
Acido malico (g/) 3,10 £ 011 2,84 +0,23 2,97 £ 0,21
Intensidad colorante 1,910 £ 0,980 1,240 £ 0,210 1,650 £ 0,410
Tonalidad 0,750 + 0,070 0,720 + 0,040 0,740 £ 0,070
IPT 15+ 1 14 +0 151
Antocianos (mg/l) 95+1 93+3 93+3
Taninos totales (mg/l) 0,73 10,02 0,70 £ 0,01 0,73+ 0,01
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Levadura AUTOCTONA COMERCIAL
Formato Fresca Seca Seca
Parametros CIELAB:

L* 57,650 + 18,680 48,680 + 24,17 61,620 + 8,900
a* 30,790 £ 7,990 32,540 32,530 £ 7,370
b* 7,900 + 3,170 7,230 £ 2,92 8,540 + 2,210

Los resultados analiticos no mostraron diferencias relevantes entre los diferentes formatos de la levadura autéctona
ni con respecto a la levadura comercial. A nivel de cata, todos los vinos se describieron como correctos, sin
encontrarse grandes diferencias entre los vinos testados.

Microvinificacion 111

El objetivo de este ensayo fue observar la evolucion de las cepas en un mosto con sélidos en suspension y ver su
influencia en la cinética fermentativa, en los parametros analiticos de los vinos, asi como en sus caracteristicas
organolépticas. Asimismo, también para ver su interaccion con las levaduras indigenas del mosto, que en este caso
crecieron durante la fermentacion junto con la levadura inoculada. Las levaduras analizadas y los formatos
analizados fueron los mismos que los analizados para las microvinificaciones anteriores.

La Figura 6 muestra la cinética fermentativa de estas levaduras expresada como la evolucién de los °Brix del mosto
con el tiempo.

Las fermentaciones con este mosto fueron mucho mas rapidas que en las microvinificaciones anteriores, y en sélo
12 dias estuvieron terminadas, ya que el contenido en sélidos en suspension estimul6 el crecimiento y metabolismo
de las levaduras durante la fermentacién. En la fermentacion espontanea y en las fermentaciones con levadura
comercial, el arranque de fermentacion fue mas lento que en las fermentaciones inoculadas con la levadura
autdctona. No se observaron diferencias significativas en el grado Brix final.

En la tabla 8 se muestran los resultados analiticos de los vinos obtenidos por inoculaciéon del Mosto 2 con pasta, con
la levadura autéctona y la levadura comercial.

Tabla 8. Parametros fisico-quimicos de los vinos obtenidos por inoculacion de la levadura autéctona en sus
diferentes formatos y la levadura comercial sobre el mosto 2 + DE.

Levadura AUTOCTONA COMERCIAL
Formato Fresca Seca Seca
pH 3,57 £ 0,02 3,55 3,54
°Brix 8,6+0,0 8,3 8,6
Grado 14,5+ 0,1 13,5 14
AzUcares reductores (g/l) |1,6 £0,1 1,4 1,5
Rendimiento EtOH (%) 46,58 + 0,27 43,26 44,90
Acidez volatil (g/l acido 0,24 £ 0,04 0,30 0,30
aceético)

Acidez total (g/I acido 6,5+0,1 6,8 6,4
tartarico)

Glicerol (g/l) 9,6+0,6 10,7 12,5
Acido malico (g/1) 2,95 + 0,08 2,61 2,47
Intensidad colorante 2,250 + 0,040 2,790 1,940
Tonalidad 0,860 + 0,010 0,790 0,870
IPT 18+3 20 16
Antocianos (mg/l) 131+1 140 104
Taninos totales (mg/l) 0,94 + 0,14 0,98 0,80
Parametros CIELAB:

L* 55,070 £ 1,480 49,300 60,510
a* 50,530 £ 3,490 57,800 50,330
b* 17,520 + 5,060 18,430 12,530
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Al igual que en las microvinificaciones anteriores, no se observaron diferencias significativas en los valores
obtenidos con los parametros analizados entre la levadura autéctona en sus diferentes formatos con respecto a la
levadura comercial.

En el panel de cata, los vinos elaborados con la levadura autoctona han sido valorados independientemente del
formato de la levadura ensayada.

Microvinificacion 1V

En este caso, la microvinificacion se realizé utilizando como base el Mosto 1, con una concentracion media de
azucares en el mosto algo superior (23 °Brix).

En la Figura 7 se muestra la cinética fermentativa de estas levaduras expresada como la evolucién de los °Brix del
mosto con el tiempo.

Las fermentaciones terminaron tras 16 dias y los vinos se retiraron para realizar los analisis quimicos y la cata. En
este caso, los vinos inoculados con la levadura autdctona y comercial seca tardaron un poco mas que las demas en
comenzar la fermentacién. Sin embargo, todas terminaron en un tiempo similar, y con un grado Brix residual similar.

En la siguiente tabla se muestran los resultados analiticos de los vinos obtenidos por inoculacién del Mosto 1 con
mayor contenido en azlcares con la levadura autéctona y la levadura comercial.

Tabla 9. Parametros fisico-quimicos de los vinos obtenidos por inoculaciéon de la levadura autéctona en sus
diferentes formatos y la levadura comercial sobre el mosto 1 con mayor contenido en azucares. Media + DE

Levadura AUTOCTONA COMERCIAL
Formato Fresca Seca Seca

pH 3,131+0,17 3,20 £ 0,07 3,01+0,18
°Brix 74+0,3 6,9+0,4 7,2+0,0
Grado 12,7 +0,3 12,6 £ 0,6 12,6 £0,8
Azucares reductores (g/l) 54+406 24+25 39+04
Rendimiento EtOH (%) 54,67 + 1,33 54,39 + 2,44 54,50 + 3,53
Qgﬁl‘zﬁ )"O'ét" (g/t acido 0,35 + 0,06 0,47 0,11 0,32 £ 0,02
gﬂgﬁg‘;ta' (g/t acido 6,0£0,3 5,5+ 0,1 6,3 £0,1
Glicerol (g/1) 7,6+0,1 7,6+0,6 8,9+0,5
Acido malico (g/) 2,31 +0,03 2,39+0,24 2,10 £ 0,01
Intensidad colorante 1,480 + 0,120 1,750 £ 0,410 1,550 £ 0,020
Tonalidad 0,540 + 0,000 0,600 + 0,040 0,530 + 0,010
IPT 120 12+ 0 120
Antocianos (mg/l) 1373 120 £ 14 130+ 4
Taninos totales (mg/l) 0,62 + 0,01 0,61 0,01 0,61 0,01
Parametros CIELAB:

L* 65,020 + 2,330 58,930 + 7,250 63,730 £ 0,280
a* 45,790 + 0,080 43,760 + 4,760 47,290 + 1,170
b* 5,490 + 0,090 6,410 £ 0,270 6,400 £ 0,110

Los resultados obtenidos con las microvinificaciones llevadas a cabo por inoculacién de la cepa de levadura
autéctona en sus dos formatos (fresco en pasta, seca) y la levadura comercial muestran que:

- La levadura autéctona, tanto con mostos diferentes como en sus diferentes formatos, mostré una capacidad
fermentativa elevada, terminando la fermentacioén en mostos de 23 °Brix, correspondiendo a un grado alcohdlico
probable del 13,5 %.

- Tanto en mostos con 23 °Brix como con 25 °Brix, la levadura autéctona comenz6 la fermentacion de una forma
mas vigorosa. La levadura comercial tuvo un inicio de fermentacion mas lento.

- Ninguna de las levaduras analizadas form6 cantidades elevadas de acido acético y los valores de acidez volatil
estuvieron por debajo de 0,54 g/l en todas las microvinificaciones.

- La acidez total estuvo siempre por debajo de los 6,7 g de acido tartarico/l.
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- La formacion de glicerol por las levaduras autoctonas fue similar a la de la cepa comercial, caracterizada por una
alta produccion de este compuesto. El tipo de formato en el que se presentd la levadura no influyé en la
produccion de glicerol.

- En todas las fermentaciones, la levadura autdctona dio lugar a vinos con grados alcoholicos similares a los
obtenidos con levadura comercial.

- En cuanto al rendimiento de etanol, hubo grandes diferencias entre la levadura comercial y la autoctona.

- Respecto a la contribuciéon de la levadura autdctona a los parametros de color de los vinos, ésta estuvo
condicionada por el tipo de mosto que fermenté. Dentro de cada tipo de mosto, no hubo diferencias entre las
levaduras inoculadas y los diferentes formatos analizados.

- Respecto al analisis sensorial de los vinos fermentados, la levadura autéctona en todos sus formatos tuvo un
comportamiento similar a la levadura comercial en todas las pruebas.

Ejemplo 4: Fermentaciones industriales

La levadura GBiot-EL 011 (CECT 13030), analizada en los ensayos de microvinificacién a escala de laboratorio fue
testada durante tres vendimias consecutivas en dos bodegas de Rioja Alavesa (Bodegas Vinos de los Herederos del
Marqués de Riscal y Bodegas Baigorri). Ademas de esta levadura, se utilizd como control la misma levadura
comercial que en los ejemplos anteriores. Las dos levaduras se analizaron en depdsitos que contenian mosto de uva
Tempranillo.

La levadura autoéctona fue suministrada a las bodegas en el formato fresco en liquido y en pasta. La levadura
comercial se analiz6é en forma de levadura seca activa, que es el formato disponible comercialmente.

Fermentacion a escala industrial con el formato fresco liquido

La levadura autéctona se analiz6 en las dos bodegas de Rioja Alavesa antes mencionadas durante dos vendimias
consecutivas. La levadura se suministré en formato liquido. Las inoculaciones se realizaron en depésitos con 20.000
kg. de uvas. La variedad de uva sobre la que se realizé la inoculacion fue de la variedad Tempranillo.

Inoculacion vendimia afio 2006

La tabla 10 muestra los parametros analiticos del mosto (antes de la inoculacién), y del vino finalizada la

fermentacién alcohdlica (FOH), en la bodega 1 del depésito inoculado con la levadura comercial del depoésito
inoculado con la levadura autéctona en su formato liquido.

LEVADURA COMERCIAL HE(;/&BL(J)RA AUTOCTONA EN FORMATO

ANTES DE LA DESPUES DE |ANTES DE LA DESPUES DE LA

INOCULACION |LA FOH INOCULACION FOH
pH 3,5 3,52 3,52 3,62
°Brix 23,6 7,8 22,2 7,6
Grado (v/v) 0,00 13,46 0,00 13,45
Rendimiento EtOH (%)
Azucares reductores (g/l) 251 6 247 3
SO libre (mg/l) 16 0 0 0
SO, combinado (mg/l) 17 7 32 13
SO, total (mg/1) 33 7 32 13
Acidez volatil (g/l acido acético) |0,09 0,24 0,21 0,39
Acidez volatil (g/l acido tartarico) |4,5 5,9 4.5 52
Glicerol (g/l) 0,1 8,7 0,3 7,8
Acido malico (g/) 3,11 3,12 2,22 2,64
Intensidad colorante 5,458 8,628 3,751 9,389
Tonalidad 0,416 0,544 0,512 0,588
IPT 26 42 15 50
Antocianos (mg/l) 551 619 218 647
Taninos totales (mg/l) 1,3 2,1 0,8 2,5
Parametros CIELAB:
L* 30,005 17,594 36,909 15,631
a* 60,168 48,448 58,76 47,997
b* 23,639 28,414 13,075 26,246
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La tabla 11 muestra los parametros analiticos del mosto (antes de la inoculacién), y del vino finalizada la
fermentacion alcohélica (FOH), de la bodega 2 de uno de los depésitos de fermentacion inoculado con la levadura
comercial con la levadura autoctona en formato fresco liquido.

LEVADURA AUTOCTONA EN

LEVADURA COMERCIAL FORMATO LiQUIDO

ANTES DE LA DESPUES ANTES DE LA DESPUES DE

INOCULACION DELAFOH [INOCULACION LA FOH
pH No hay datos 3,62 3,69 3.8
°Brix No hay datos 8 25,2 8,8
Grado (v/v) No hay datos 13,46 0 14,43
Rendimiento EtOH (%) No hay datos
Azucares reductores (g/l)  [No hay datos 1 273 2
SO, libre (mg/l) No hay datos 2 3 6
SO, combinado (mg/l) No hay datos 83 15
SO, total (mg/l) No hay datos 10 6 21
heldez N olatil (9l acido1n5 hay datos 0,33 0,06 0,39
gﬂgﬁig’)‘)'a“' (ghtacidoI\g hay datos 5.6 44 6.1
Glicerol (g/l) No hay datos 5,8 0,3 9,5
Acido malico (g/) No hay datos 2,06 3,57 3,43
Intensidad colorante No hay datos 12,27 3,459 11,12
Tonalidad No hay datos 0,535 0,692 0,591
IPT No hay datos 52 18 54
Antocianos (mg/l) No hay datos 749 212 902
Taninos totales (mg/l) No hay datos 2,6 0,9 2,7
Parametros CIELAB:
L* No hay datos 12,491 39,953 11,125
a* No hay datos 43,633 53,025 41,424
b* No hay datos 21,415 20,756 18,909

Respecto a la implantacion de levadura autéctona, en las dos bodegas se observaron buenos resultados de
implantacion.

Los resultados mostraron caracteristicas fisico-quimicas excepcionales en el vino obtenido por inoculacién del mosto
con la levadura autdctona seleccionada, en comparacién con el vino obtenido por inoculacion del mosto con la
levadura comercial habitualmente empleada en la bodega. A nivel de cata, los vinos obtenidos fueron clasificados
por los endlogos de las bodegas como vinos muy correctos y de gran calidad.

Todos estos resultados ponen de manifiesto las caracteristicas excepcionales de la levadura autoéctona aislada y
seleccionada de Rioja Alavesa, para la elaboracién de vino de calidad extraordinaria y que mantiene la tipicidad
propia de los vinos de esta importante comarca vitivinicola.

Inoculacion vendimia afio 2007 con formato fresco en pasta

Las inoculaciones se realizaron en depositos de 20.000 kg. de uvas pertenecientes a las mismas bodegas de arriba.
La variedad de uva sobre la que se realizo la inoculacion fue levadura de la variedad Tempranillo. En esta vendimia
se analiz6 la levadura autoctona en forma de pasta. Al igual que en las vendimias anteriores, se utilizé6 como control
la misma levadura comercial.

En la tabla 14 se muestran los datos obtenidos en el transcurso de la fermentacion de los depésitos inoculados con

la levadura fresca en pasta y se compararon con los detalles de las inoculaciones con la levadura comercial
habitualmente empleada en la bodega. Vinificacion en bodega 1
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Levadura autéctona fresca en pasta

Levadura comercial

ANTES DE LA DESPUES |ANTES DE LA DESPUES
INOCULACION DE LA FOH |[INOCULACION DE LA FOH
pH 3,41 3,55 3,31 3,56
°Brix 23,2 8 23,2 7,6
Grado (v/v) 0 13,94 0 13,46
Rendimiento EtOH (%) 0 49,61 0 48,11
Azucares reductores (g/l) 222 6 221 5
SO, libre (mg/l) 0 0 10 0
SO, combinado (mg/l) 15 5 23 0
SO, total (mg/l) 15 5 33 0
Acidez volatil (g/l acido acético) |0,24 0,21 0,09 0,18
Acidez volatil (g/l acido 6,4 5,8 6,9 6,1
tartarico)
Glicerol (g/l) 0,9 8,7 0,2 8,1
Acido malico (g/l) 4,38 3,58 4,56 3,82
Intensidad colorante 8,841 10,151 6,89 8,148
Tonalidad 0,43 0,515 0,373 0,493
IPT 24 53 19 48
Antocianos (mg/l) 351 502 364 489
Taninos totales (mg/l) 1,2 2,6 1 2,4
Parametros CIELAB:
L* 20,128 16,278 30,27 23,614
a* 50,441 47,695 60,729 56,223
b* 31,955 27,293 39,1 37,178

Los resultados muestran muy buenas caracteristicas fisico-quimicas en el vino obtenido por inoculaciéon del mosto

con esta levadura autéctona seleccionada, en comparacién con el empleo de la levadura comercial.

Las fermentaciones alcohdlicas y malolacticas de los depdsitos sobre los que se habian inoculado las levaduras
autdctonas transcurrieron con total normalidad, elaborandose los vinos perfectamente. Las fermentaciones con esta
levadura transcurrieron con total normalidad, elaborandose unos vinos de calidad muy alta y con unas valoraciones

organolépticas por cata excepcionales, segun los detalles recogidos de las bodegas participantes.

Los resultados obtenidos con las fermentaciones industriales llevadas a cabo con la levadura autéctona en su

formato fresco en pasta fresca y la levadura comercial nos permiten extraer de forma general las siguientes

conclusiones:

- Lalevadura autdctona presenta buenos resultados de implantacion.
- La levadura autéctona en su formato fresco en pasta ha presentado una capacidad fermentativa elevada y ha
dado lugar a vinos con un grado alcohoélico adecuado para los vinos de Rioja. Asi mismo, se alcanz6 un buen
rendimiento en la produccién de etanol con ambos formatos de la levadura autéctona.
- Los vinos elaborados con la levadura autoctona fresca en pasta tienen una acidez volatil por debajo de 0,35 g/l
tras la fermentacion alcohdlica y una acidez total por debajo de 6,8 g de acido tartarico/l. Estos valores son
apropiados para los vinos de Rioja.
- La inoculacion con levadura autéctona fresca en pasta dio lugar a vinos con altas concentraciones de glicerol,
valores mayores incluso que los obtenidos con la levadura comercial.
- Se puede concluir segun los resultados obtenidos en su conjunto, que la levadura autéctona fresca en pasta
presenta una elevada calidad tecnolégica.

Vinificacién en bodega 2

En la tabla 15 se muestran los resultados analiticos durante el transcurso de la fermentacién en la bodega 2 de los
depésitos en los que se ha inoculado la levadura autéctona fresca en pasta y se comparan con los datos de la
levadura comercial habitualmente empleada en la bodega.
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Levadura autéctona fresca en pasta |Levadura comercial

ANTES DE LA DESPUES DE |ANTES DE LA DESPUES DE

INOCULACION LA FOH INOCULACION LA FOH
pH 3,3 3,41 3,22 3,52
° Brix 23,6 7.4 22,4 7,6
Grado (v/v) 0 13,46 0 13,46
Rendimiento EtOH (%) 0 51,37 0 54,81
Azucares reductores (g/l) 207 1 194 2
SO;, libre (mg/l) 0 0 0 0
SO, combinado (mg/l) 0 0 0 22
SO, total (mg/l) 0 0 0 22
Acidez volatil (g/l acido acético)|0 0,21 0,03 0,27
gﬂg(rai(zx\)/)olatll (g/l &cido 52 5.8 5.8 56
Glicerol (g/l) 0,3 9,1 0,4 8,8
Acido malico (g/l) 3,69 2,9 3,03 3,15
Intensidad colorante 2,588 8,801 3,69 8,064
Tonalidad 0,71 0,491 0,633 0,552
IPT 13 44 18 49
Antocianos (mg/l) 93 552 140 670
Taninos totales (mg/l) 0,6 2,2 0,9 2,4
Parametros CIELAB:
L* 47,792 20,529 39,386 17,634
a* 48,681 52,12 55,19 47,498
b* 18,96 33,092 23,745 26,845

Los resultados muestran caracteristicas fisico-quimicas excepcionales en el vino obtenido por inoculaciéon del mosto
con la levadura autéctona seleccionada en comparacion con el vino obtenido por inoculacién del mosto con la
levadura comercial habitualmente empleada en la bodega.

Todos estos resultados ponen de manifiesto las caracteristicas excepcionales de la levadura autoctona aislada y
seleccionada de Rioja Alavesa, para la elaboracion de vino de calidad extraordinaria y que mantiene la tipicidad
propia de los vinos de esta importante comarca vitivinicola.

Ademas de evaluar la aportacién de las levaduras desde el punto de vista fisico-quimico, se estudié la capacidad de
implantarse en los depésitos inoculados frente a la poblacién indigena presente en el mosto. El estudio de
implantacion combind la técnica molecular de ADN mitocondrial y la determinacion del fenotipo killer. Los resultados
obtenidos para cada una de las bodegas se muestran a continuacion.

Los resultados obtenidos con las fermentaciones industriales llevadas a cabo con la levadura autéctona en su
formato fresco en pasta y la levadura comercial muestran que:

- Lalevadura autoctona fresca en pasta presenta buenos resultados de implantacion.

- La levadura autoctona en su formato fresco en pasta ha presentado una capacidad fermentativa elevada y ha
dado lugar a vinos con un grado alcohdlico adecuado para los vinos de Rioja. Asi mismo, se alcanz6 un buen
rendimiento en la produccién de etanol.

- Los vinos elaborados con la levadura autéctona fresca en pasta presentaron una acidez volatil por debajo de
0,25 g/l tras la fermentacién alcoholica y una acidez total por debajo de 6,0 g de acido tartarico/l. Estos valores
son adecuados para vinos Rioja.

- Lainoculacion con levadura autéctona fresca en pasta dio lugar a vinos con altas concentraciones de glicerol,
valores mayores incluso que los obtenidos con la levadura comercial.

- La levadura fresca en pasta dio lugar a un vino con alta intensidad colorante y capa alta tras la fermentacion
alcohdlica.

Ejemplo 5: Diferenciacion de la levadura autéctona frente a la levadura comercial

Con objeto de comprobar si existen diferencias en el consumo de fructosa entre la cepa de levadura autoctona
aislada a partir de uvas procedentes de vifiedos de Rioja Alavesa y la levadura comercial de referencia, se procedio
a realizar una serie de procesos de microvinificacion en laboratorio inoculando cada una de las levaduras en sendos
frascos de fermentacion que contenian mosto estéril de la variedad Tempranillo, del que se determiné el contenido
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inicial de glucosa y fructosa. El tamafio de la inoculacién tanto de la levadura autéctona como de la comercial, con
que se inocul6 la levadura estéril fue de 2 x 10® UFC/ml.

En la tabla 16 se indican las caracteristicas del mosto estéril utilizado para las microvinificaciones.

Tabla 16
PARAMETROS ANALITICOS [MOSTO
pH 3,53
°Brix 26
NFA (mg/l) 2492
Glucosa (g/l) 155,81
Fructosa (g/l) 164,51

Microvinificacion |

En la siguiente figura se representa la cinética fermentativa de las levaduras expresada como la evolucion de los
°Brix del mosto con el tiempo.

En la figura 8 se muestra que, tanto la levadura autéctona como la cepa comercial, presentaron una cinética
fermentativa rapida y regular y terminaron la fermentacién en 14 dias.

Los resultados analiticos de los vinos obtenidos a partir del mosto inoculado se muestran en la tabla 17.

Microvinificacién Il

Tabla 17
MUESTRA |LEVADURA COMERCIAL |LEVADURA AUTOCTONA
pH 3,56 3,6
°Brix 8,8 8,4
NFA (mg/l) |78,4 78,4
Glucosa (g/l) |0,316 0,215
Fructosa (g/1)| 7,625 3,921

En la figura 9 se representa la cinética fermentativa de las levaduras expresada como la evolucién de los °Brix del
mosto en funcion del tiempo.

Tanto la levadura autéctona como la cepa comercial presentaron una cinética fermentativa rapida y regular y
terminaron la fermentacion en 14 dias.

La tabla 18 muestra los resultados analiticos de los vinos obtenidos en la microvinificacion Il.

MUESTRA |LEVADURA COMERCIAL|[LEVADURA AUTOCTONA
pH 3,48 3,51

°Brix 9 8,6

NFA (mg/l) 78,4 78,4

Glucosa (g/l) |0,65 0,189

Fructosa (g/1)|11,212 6,119

A partir de los datos obtenidos en estas dos microvinificaciones, se observ6 una considerable diferencia respecto del
consumo de fructosa entre las dos levaduras. Tanto en la microvinificacion | como en la Il, la levadura autdoctona
consumié mas fructosa que la comercial, siendo el valor obtenido de la fructosa residual en el mosto inoculado con
la levadura autoctona del orden de la mitad que el obtenido con la levadura comercial. También se observa, aunque
con una diferencia menos significativa, que la levadura autoctona permitié obtener un vino con menos contenido en
glucosa.

Estos datos muestran que la levadura autéctona presentaba una capacidad mayor de consumo vy, por tanto, de

asimilaciéon de fructosa del mosto, frente a la levadura comercial.
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REIVINDICACIONES

1. Cepa de la especie Saccharomyces cerevisiae identificada como GBiot-EL 011 depositada en la Coleccion
Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) con el nimero de acceso CECT 13030.

2. Cepa segun la reivindicacion 1, caracterizada por que se encuentra en formato liquido, fresco en pasta, seco
activo o seco instantaneo.

3. Uso de la cepa de la especie Saccharomyces cerevisiae identificada como GBiot-EL 011 depositada en la CECT
con el ndmero de acceso CECT 13030 en la elaboracién de bebidas alcohdlicas obtenidas por fermentacion
alcohdlica.

4. Uso de acuerdo con la reivindicacion 3, donde la bebida alcohdlica se selecciona de entre vino, cerveza, cava y
sidra.

5. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3-4, donde la bebida alcohdlica es vino elaborado a partir
de mosto de uva.

6. Uso de acuerdo con la reivindicacion 5, donde la uva es de la variedad Tempranillo.

7. Uso de la cepa de la especie Saccharomyces cerevisiae identificada como GBiot-EL 011 depositada en la CECT
con el nimero de acceso CECT 13030 para la produccion de biomasa.
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