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LEVADURAS NATIVAS PARA ENOLOGIA DE MINIMA INTERVENCION.
BIODIVERSIDAD, SELECCION Y CARACTERIZACION

Carrau, F.M.1

RESUMEN

Paradojicamente existe una gran biodiversidad de cepas de levaduras nativas presentes en las uvas y en la
bodega, mientras que a nivel industrial existe una muy limitada cantidad de cepas de levaduras comerciales para
su aplicacion por el En6logo. En este momento se considera que esta situacion es una debilidad de la Enologia,
dado que uniformiza o limita la diversidad de vinos con identidad propia al utilizarse las mismas cepas
comerciales en diferentes regiones del mundo. Esta situacion también ocurre dado que para el En6logo es mas
facil trabajar con la inoculacidn de levaduras comerciales que intentar dominar la fermentacion espontanea a
nivel industrial. Ademas en este trabajo se muestra como en muchos casos las cepas comerciales no estan bien
adaptadas a las condiciones de los mostos regionales, principalmente por estar adaptadas a altos niveles de
nitrégeno asimilable. Esto finalmente obliga a que se adicione amonio para evitar la produccién de aromas
defectuosos. Se plantea aqui dar una vision sobre el gran potencial que existe en la flora nativa presente en los
vifiedos, y como con métodos de seleccion racionales se logra obtener cepas que no necesitan de la adicion de
nutrientes para tener una fermentacion normal y ademas contribuyen con una mayor complejidad aromatica.
Actualmente algunos endlogos tratan de disminuir la manipulacion excesivay la adicién de productos extrafios
al vino, y esta tendencia es lo que llamamos “Enologia de Minima Intervencion”. Se discute la importancia de
dominar la microbiologia del proceso para disminuir al minimo el agregado de sustancias extrafias al vino, como
nutrientes, adyuvantes, conservantes o exceso de manipulaciones a los mostos o vinos a lo largo del proceso
que ocasionan perdida de calidad.
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SUMMARY

NATIVE YEASTS FOR LOW INPUT WINEMAKING.
BIODIVERSITY, SELECTION AND CHARACTERIZATION

Paradoxically, a great biodiversity exists of native yeast strains in grapes and wineries, while there is a very
limited quantity of commercial strains available for industrial application. In this context some winemakers
considered that this is a weakness of today’s winemaking technology. Applications of the same commercial
strains in different regions of the world result in ordinary products, limiting wine diversity and the development
of a unique style by the winemaker. These situations also occur due to the more difficult alternative of utilizing
and dominate spontaneous fermentation at industrial level. It is also discuss the fact that most commercial
strains are not adapted to natural grape musts and are usually high nitrogen demand. This phenomenon
promotes the addition of ammonium salts to prevent or solve the formation of undesired aroma compounds.
There is a great potential in the grape native flora for the selection of low nitrogen demand strains, which would
not need ammonium supplementation to the musts, would improved the complexity and the microbial stability
of wines. Today, some winemakers are trying to work with the minimum manipulation of the grapes and avoid
the use of additives to musts; this is what is defined as “Low Input Winemaking”. The importance of
Microbiology and Wine Biotechnology to decrease the use of external nutrients, preservatives, other additives
and excessive manipulation of wine is discussed.
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INTRODUCCION

Actualmente en la Enologia, se sabe que la vinificacion
comienza en el vifiedo, en primer término este proceso se
puede mejorar con adecuadas variedades y su manejo para
obtener cada vez mejor calidad de fruta. Este manejo de la
vifia y las caracteristicas del terrufio, van a influir sobre
otros aspectos claves del proceso de la vinificacion como
son las caracteristicas de la flora nativa de levaduras que
llegaran a la bodega. Estas juegan un papel fundamental
en la transformacion del jugo de uva en vino, principal-
mente resaltando la expresion de los aromas de las varie-
dades utilizadas y aportando aromas de fermentacion que
pueden enriquecer el vino obtenido en intensidad y com-
plejidad sensorial. Dado que este proceso de la vinificacion
no es estéril y ni deberia serlo por razones de calidad,
existira una gran biodiversidad de levaduras en la bodega
a pesar de que actualmente en muchos casos se inoculan
levaduras comerciales. Algunos endlogos, hoy en dia bus-
can disminuir al minimo la utilizacion de productos exter-
nos al vino para corregir defectos en la composicién del
mosto o su equilibrio quimico, dado que estiman que hay
pérdida de calidad cuanto mas tratamientos se realicen de
este tipo, promoviendo asi la “Enologia de Minima Inter-
vencion”. Por ejemplo, uno de los problemas mas serios
en laindustria del vino es la formacion de aromas azufrados,
como el sulfhidrico, debido a una carencia de fuentes
nitrogenadas o en la mayoria de los casos al uso de leva-
duras comerciales de alta demanda de nitrégeno que no
estan adaptadas a las condiciones naturales de un mosto
(Henschke, 1998; Carrau, 2003). En este caso, una de las
soluciones que se ha encontrado es el agregado de sales
de amonio, una operacion que es hoy muy utilizada por los
enologos. Sin embargo, actualmente se trata de evitar los
riesgos de su uso indiscriminado. Por ejemplo, las princi-
pales causas que hacen considerar estas adiciones como
no convenientes tecnoldgicamente son, 1). La formacion
de compuestos potencialmente cancerigenos como los
etilcarbamatos, 2). Un exceso de amonio resulta en mayor
cantidad de residuos de aminoacidos como la histidina,
precursores de la histamina, 3). La falta de estabilidad
posterior en el vino por un exceso de nitrégeno que puede
facilitar la accion de microorganismos perjudiciales desde
el punto de vista sensorial en la crianza, y 4). El desequili-
brio del perfil aminoacidico tipico de determinada varie-
dad, que puede ocasionar cambios sensoriales en el vino
final que afectan la tipicidad varietal.

Uno de los objetivos de nuestro grupo de investiga-
cion es la seleccion de cepas de baja demanda de nitroge-
no y el estudio de la habilidad de estas para utilizar
eficientemente el nitrégeno del mosto. El efecto de la com-

petencia en cultivos mixtos, su relacién con los aromas y
la detencién de la fermentacidn son temas en los que se ha
avanzado mucho en los Gltimos afios (Carrau et al., 1993;
Medina et al., 1997). Se ha comprobado que las cepas co-
merciales en su mayoria se han aislado o adaptado a con-
diciones de alto contenido de nitrégeno, lo que hace que
no estén bien adaptadas a los mostos de uva a nivel in-
dustrial. De esta manera algunas producen aromas no agra-
dables o baja concentracion de aromas frutales si no son
suplementados los medios con amonio (Carrau, 2003).

Actualmente se esta estudiando las diferencias entre
cepas del tipo Saccharomyces y no-Saccharomyces du-
rante el proceso prefermentativo y fermentativo en los
mostos y su efecto en el vino final. La caracterizacion
quimiotaxonomica de cepas de uso industrial segtn el per-
fil aromatico obtenido ha permitido la seleccion de cepas
de baja demanda de nitrdgeno, obteniendo resultados efec-
tivos con respecto a los métodos de caracterizacién
genéticay microbioldgica de cepas (Carrau, 2003). El dise-
fio reciente de un medio de mosto artificial de bajo nivel de
nitrégeno asimilable para obtener perfiles aromaticos que
permiten comparar cepas y caracterizarlas segun su habilidad
para utilizar el nitrégeno, asi como su interaccidn con el color
de los vinos tintos ha resultado en una herramienta valida
para la obtencidn de cepas adaptadas a la enologia de minima
intervencion (Carrau, 2003; Medina et al., 2005; Carrau et al.,
2005). Estas cepas previenen también los problemas que sur-
gen alo largo de la crianza de los vinos, resultando en vinos
con mayor potencial de estabilidad microbioldgica por su bajo
contenido de nutrientes residuales.

SUCESION DE ESPECIES DE
LEVADURAS DESDE LAUVAALVINO

Numerosos estudios ecolégicos se han realizado a lo
largo de los afios para conocer la dinamica, cuantificacion
y composicién de la microflora responsable de las fermen-
taciones espontaneas del mosto. Las fermentaciones es-
pontaneas son aquéllas que se producen de forma natural,
es decir, las realizan las levaduras provenientes de lauvay
del material de bodega, sin ningun tipo de inoculacién ex-
terna. Esto hace que las fermentaciones espontaneas no
sean producto de la accién de una Unica cepa de levadura,
sino de una sucesion de especies y cepas de levaduras
diferentes a lo largo de la fermentacion (Kunkee & Amerine,
1970; Ribéreau-Gayon et al., 1975; Lafon-Lafourcade, 1983;
Zambonelli, 1988).

Asi, en los primeros dias de fermentacion, los géneros
mayoritarios son Hanseniaspora/Kloeckera, Candida y
en menor medida Hansenula, Pichia, Rhodotorula,
Metschnikowia (Querol et al,. 1990, Longo et al., 1991,
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Fleet & Heard, 1993; Schitz & Gafner, 1994; Neirotti et al.,
1995). Después de estos 2 6 3 primeros dias, estos géneros
reducen su nimero, dando paso al crecimiento de la espe-
cie fermentadora por excelencia Saccharomyces cerevisiae

considerada la principal especie responsable de la fermen-
tacion alcoholica hasta agotar los azucares del mosto
(Ribéreau-Gayon, 1985;Vezinhet & Pineau, 1990; Fleet &
Heard, 1993). Cuadro 1y Figura 1.

Cuadro 1. Especies de levaduras relacionadas a la uvay el vino. A la derecha se indica la denominacién actual en caso que
haya sido cambiada y las caracteristicas del habitat. A nivel comercial actualmente solo cepas de Saccharomyces cerevisiae

se encuentran accesibles al endlogo.

Actual segun: Kreger van Rij,

Genero Especies y/o antigua 1984; Barnett, 1992; Martini, Habitat o adaptaciones
denominacion 1993; Kurtzman & Fell, 1998
Saccharomyces cerevisiae cerevisiae
beticus cerevisiae
capensis cerevisiae Mayor resistencia a
chevalieri cerevisiae anaerobiosis y al alcohol.
ellipsoideus cerevisiae Capacidades para terminar la
oviformis cerevisiae vinificacion.
bayanus bayanus
uvarum bayanus
fermentati Torulaspora delbrueckii
rosei Torulaspora delbrueckii
Hanseniaspora Uvarum Apiculada tipica de las
cascaras de uva en la vifia.
Kloeckera Apiculata Apiculada, forma anamorfa de
Hanseniaspora
Hansenula Anomala Pichia anomala En céscara de uvas y con
Kluyveri Pichia kluyveri aireacion. Aumenta poblacion
en mostos aireados.
Pichia kluyveri En céscara de uvas. Pueden
membranofaciens formar flor en vino.
Candida guilliermondii En mostos aireados, inicio
krusei fermentacion.
stellata
Cryptococcus Albidus En uvas
Debaromyces Hansenii En uvas
Brettanomyces anomalus Tipicas contaminantes de
bruxellensis vinos en barricas y en bodega.
intermedius Brettanomyces bruxellensis
Dekkera anomala Anamorfa de Brettanomyces.
bruxellensis Tambien contaminante.
Kluyveromyces marxianus Buena fermentadora
thermotolerans
Metschnikowia Pulcherrima En uvas
Rhodotorula Glutinis En uvas
Saccharomycodes Ludwigii
Schizosaccharomyces  pombe Fermentan el acido malico a
japonicus alcohol. Desacidificacion.
Torulaspora Delbrueckii Osmotolerantes. Ideales para

Zygosaccharomyces bailii
florentinus
bisporus
rouxii

vinos muy dulces.
Contaminantes de jugos y
vinos. Resisten a varios
conservantes.
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Figura 1. Muestran el porcentaje de levaduras Saccharomyces (#) Yy no-Saccharomyces (A ), alo
largo del proceso de la vinificacion de un jugo de uva. A la izquierda para el caso de uvas sanas 'y a la

derecha para uvas dafiadas.

Sin embargo segun los estudios de Fleet et al. (1984) y
Heard & Fleet (1986), se ha mostrado que algunas espe-
cies de levaduras no-Saccharomyces, como Kloeckera
apiculata y Candida stellata, también contribuyen a la
fermentacion, ya que sobreviven mas de lo que se pensa-
ba inicialmente, pudiendo alcanzar poblaciones maximas
de 108-107 ufc/mL. Por tanto, este crecimiento es
cuantitativamente significativo y seguramente influenciara
en la composicién organoléptica del vino. Ademas, como
se vera mas adelante las modificaciones que estas levadu-
ras producen en la composicién del mosto tendra un efec-
to en la cinética de la fermentacion y en el comportamiento
bioquimico de las cepas en competencia con
Saccharomyces a lo largo del proceso (Carrau et al., 1994).

A pesar de que la fermentacién espontanea muestra
una sucesion de géneros y especies de levaduras, final-
mente s6lo unas pocas cepas de Saccharomyces cerevisiae
controlan la mitad-final de la fermentacion; y este es el
resultado de una seleccidn natural (Frezier & Dubourdieu,
1992; Vezinhet et al., 1992; Fleet &Heard 1993; Versavaud
etal., 1993).

Tradicionalmente, los métodos utilizados para la identi-
ficacion y caracterizacion de cepas de levadura se han
basado en sus caracteristicas morfoldgicas, sexuales y
bioguimicas (Kreger-Van Rij, 1984; Barnett, 1992), pero
estas caracteristicas estan muy influenciadas por las con-
diciones del cultivo y pueden dar resultados poco preci-
sos (Yamamoto et al., 1991). En los Gltimos afios, diversas
técnicas de Biologia Molecular han sido desarrolladas para
laidentificacion de especies y cepas de levaduras. La apli-
cacion de estas técnicas ha demostrado una amplia diver-
sidad genética entre las cepas vinicas de Saccharomyces
cerevisiae (Querol et al., 1992a; Versavaud et al., 1993;
Quesada & Cenis, 1995; de Barros Lopez et al., 1998, 1999).

A nivel de cepas industriales de Saccharomyces que pre-
sentan genomas poligénicos (mas de dos juegos de
cromosomas), recientemente se han obtenido diferencia-
ciones precisas por técnicas utilizando microsatélites
(Gonzélez Techeraetal., 2001).

Ladiversidad, composiciony evolucion de la microbiota
de levaduras presente en el mosto depende de varios fac-
tores, entre los que podemos citar: (i) la localizacion geo-
grafica y las condiciones climaticas (Fleet et al., 1984;
Parish & Carrol, 1985; Querol et al., 1990; Longo et al.,
1991), (ii) la variedad, madurez y edad de la vifia (Martini et
al., 1980; Rosini et al., 1982; Martinez et al., 1989), (iii) el
uso de fungicidas (Bureau et al., 1982), (iv) los dafios fisi-
cos causados por hongos, insectos o pajaros a la uva
(Longo et al., 1991) y (v) las condiciones de vinificacion
(Epifanio et al., 1999). Esta gran biodiversidad ha origina-
do muchos trabajos en los que se ha analizado la dindmica
poblacional de las fermentaciones espontaneas (Schiitz &
Gafner, 1993; Constanti et al., 1997; Sabaté et al., 1998,
Versavaud et al., 1995; Longo et al., 1991; Khan et al.,
2000, van der Westhuizen et al., 2000; Beltran et al., 2002).

En una uva sanay madura, la poblacion total de levadu-
ras puede variar entre 103-10° ufc/mL. En Uruguay y en la
mayoria de las regiones viticolas se sabe que la especie
mayoritaria en la superficie de la uva es la levadura apiculada
Hanseniaspora uvarum y su forma imperfecta, Kloeckera
apiculata, que representan aproximadamente el 50-75%
de la poblacidn total (Carrau et al., 1988; Neirotti et al.,
1995; Rabosto et al., 2005). Otros géneros significativos
son Candida, Pichia, Metschnikowia, Hansenula y
Rhodotorula (Rosini et al., 1982; Parish & Carroll, 1985).

La causa de la presencia de Saccharomyces en el mosto
espontaneamente es una cuestion ain hoy controvertida,
y existen dos teorias al respecto:
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(i) La primera de ellas hace referencia a que los granos
dafiados de uvas, constituyen dep6sitos muy ricos para el
desarrollo de microorganismos. Estos dafios puede ser
producidos por causas diversas como ser inclemencias
meteoroldgicas (exceso de lluvias fuertes, granizo), infec-
ciones con hongos, exceso de agua, insectos, pajaros, etc.
(Mortimer &Polsinelli, 1999). En ese depdsito de
microorganismos se encontraria a Saccharomyces
cerevisiae.

(i) La segunda teoria no descarta la presencia de
Saccharomyces cerevisiae en las uvas, pero atribuye la
principal procedencia de las mismas al ambiente de bode-
ga, (superficies del equipamiento de bodega, en las bom-
bas, tuberias, depésitos de fermentacion etc.), (Rosini, 1984;
Martin, 1993; Fleet & Heard, 1993; Carrau et al., 1994;
Vaughan-Martini & Martin, 1995; Neirotti et al., 1995).

Esta Gltima es la considerada méas exacta, dado que en el
caso (i), se ha comprobado que favorece a la flora no-
Saccharomyces Yy precisamente se hace mas improbable
la presencia de Saccharomyces en mostos de uvas que no
estén con perfecta sanidad.

También en las bodegas se han encontrado especies
pertenecientes a los géneros Pichia, Torulaspora,
Zygosaccharomyces y Brettanomyces (y su forma perfec-
ta Dekkera), que serian propias de este ecosistema duran-
te la conservacién y la crianza en barricas, y no de la fruta.

A esta sucesién de especies nativas que provienen de
lauvay labodega se le agregan levaduras Saccharomyces
comerciales que el endlogo tiene opcién de utilizar. En
muchos casos la necesidad de asegurar una completa fer-
mentacion alcohdlica y una calidad consistente afio a afio
del producto final, ha favorecido el uso de las levaduras
comerciales secas activas (LSA de cepas de
Saccharomyces), lo que se ha convertido en una préctica
bastante frecuente en varias bodegas incrementando asi
la complejidad de las poblaciones que son espontéaneas.

Lainoculacion con LSA favorece un rapido inicio de la
fermentacién (normalmente se reduce la fase de latencia) y
un consumo total de los aztcares fermentables (Longo et
al.,1992), se ha demostrado que se obtiene un producto de
calidad uniforme a lo largo de las diferentes vendimias
(Ribéreau-Gayon, 1985;Fleet & Heard, 1993). Sin embargo,
algunos endlogos consideran que se pierde el caracter di-
ferencial de las cosechas, ocurre una uniformidad aromati-
cay el caracter varietal pierde riqueza sensorial (Carrau et
al., 1988; Ramey, 1995). De hecho, se ha visto que las
levaduras autoctonas aportan al producto final un distin-
tivo de tipicidad y estilo (Mateo et al., 1991; Fugelsang
1996; Heard 1999). Estos hechos han planteado la necesi-
dad de seleccionar cepas de levaduras mejor adaptadas a
las diferentes regiones y variedades del mundo. También

este hecho ha incentivado la investigacion para el mejor
manejo de la fermentacion espontanea. Es asi que se inclu-
ye la levadura como factor clave en la tendencia actual
hacia una “Enologia de Minima Intervencién” o “Low
Input Winemaking” (Ramey, 1995).

EFECTOS EN LOS COMPUESTOS NO
VOLATILES DELVINO

El crecimiento de levaduras no-Saccharomyces, como
Kloeckera, Hanseniaspora, Pichia, Candida, etc., en las
primeras etapas de la vinificacion puede ocasionar cam-
bios en la composicion del mosto, como la relacion de glu-
cosa/fructosa o en el contenido de vitaminas. Estas leva-
duras han sido muy poco estudiadas en relacién a
Saccharomyces a pesar de que en la vinificacion pueden
incluso dominar la fermentacion a bajas temperaturas, o
con exceso de aireacion (Fleet & Heard, 1993), o malas
condiciones de transporte de la uva, alcanzando hasta 107
células por mL de mosto (Carrau et al., 1995). Sinembargo,
estas cepas pueden realizar aportes interesantes para la
elaboracion de vinos, entre otros se ha comprobado el
aumento de la produccidn de glicerol en las fermentacio-
nes espontaneas por la accion inicial de cepas no-
Saccharomyces (Benda, 1981). Mas recientemente Soden
et al. (2000), reportaron una gran produccion de glicerol
por Candida stellata, asi como la forma en que este com-
puesto aumenta con la inoculacién secuencial de esta cepa
con Saccharomyces, luego de 15 dias de la fermentacién
total de la fructosa natural en un mosto Chardonnay. Nor-
malmente, la mayor aireacion y las bajas temperaturas de
fermentacion son factores que favorecen el desarrollo de
las cepas no-Saccharomyces (Fleet et al, 1989; Mora &
Mullet, 1991; Mora & Rosello, 1992; Fleet & Heard, 1993;
Henick-Kling et al., 1998; Erten, 2002). Algunos autores
han relacionado a estas cepas con la posible remocién de
nitrdgeno de un mosto, determinando una carencia de este
nutriente en mostos de uva para el crecimiento de
Saccharomyces, pudiendo resultar en vinos con aromas
de mala calidad y detencién de fermentaciones (Fleet &
Heard, 1993, Carrau et al., 1994, 1995). En la Figura 2, se
puede observar como la fermentacion en cultivos mixtos
entre Saccharomyces y no-Saccharomyces enlentece la
cinética de la fermentacion, ocasionado una parada de la
misma.

Otros factores enoldgicos que influyen en el crecimien-
to de determinadas cepas son la clarificacion previa del
jugo (Mora and Mulet, 1991; Epifanio et al, 1999), las con-
centraciones de SO, (Heard & Fleet, 1988), los niveles de
azUcares, oxigeno, etanol, pH y la temperatura del mosto
(Sharf & Margalith, 1983; Gao & Fleet, 1988; Heard & Fleet,
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Figura 2. Curvas de fermentacion en cultivos puros de

una cepa Pichia sp. y otra de Saccharomyces cerevisiae

(M522). Las otras dos situaciones muestran cultivos mix-

fos con inoculos iniciales de Pichia sp 10° y 10° células/,
ml, donde a las 24 horas se adicionan 10° células/mL de

M522. Se observa un claro enlentecimiento de la velocidad

de fermentacidn en los cultivos mixtos con respecto a M522

pura, que determina paradas de fermentacion.

1988). Sin embargo, estos fendmenos todavia no han sido
bien comprendidos en cultivos mixtos con Saccharomyces.

Estudios cuantitativos sobre poblaciones de levadu-
ras han demostrado que la sobrevivencia de las levaduras
no-Saccharomyces es mayor de lo que se pensaba inicial-
mente, incluso para el caso en que Saccharomyces es ino-
culada en el mosto al mismo tiempo (Fleet et al., 1984;
Martinez et al, 1989; Pardo et al., 1989; Mora et al., 1990).
La temperatura es uno de los factores claves para la
sobrevivencia de las levaduras por su efecto en la capaci-
dad de resistencia al etanol, que es mayor a bajas tempera-
turas (Fleet ez al., 1989). A nivel industrial, en realidad en
muchos casos la sobrevivencia de las cepas no-
Saccharomyces es mucho menor, no encontrandose en el
medio luego del cuarto dia de fermentacion, probablemen-
te por las condiciones extremadamente reductivas que
estan presentes en tanques a nivel de bodega ( Carrau et
al., 1995).

EFECTOS ENLOS AROMAS DEL VINO

Se sabe en general que las levaduras afectan la compo-
sicion aromatica del vino, ya sea modificando los com-
puestos tipicos de cada variedad o sintetizando a partir de

los nutrientes del mosto los llamados aromas de fermenta-
cion. La Figura 3 muestra esquematicamente los diferentes
fendémenos que ocurren durante la vinificacién y el meta-
bolismo de las levaduras.

Los vinos tienen una gran riqueza aromatica con res-
pecto al mosto de uva original. Mas de 500 compuestos
volatiles como alcoholes, esteres y acidos, son los deter-
minantes del aroma de un vino. La mayoria de los estudios
han analizado los aromas de fermentacién producido por
Saccharomyces, pero algunos han cuantificado la produc-
cién de estos compuestos por levaduras no-
Saccharomyces (Van Zyl et al., 1963; Soufleros & Bertrand,
1979; Millan & Ortega, 1988; Herraiz et al., 1990; Moreno
etal.,1991; Mateo et al., 1991; Romano et al., 1992; Gil et
al., 1996; Romano et al., 1997; Zoecklein et al., 1997;
Romano & Marchese, 1998, Soden 1998;; Erten, 2002;
Romano et al., 2003; Swiegers et al., 2005). En estos traba-
jos se comprueba que a pesar de la baja capacidad
fermentativa de la mayoria de estas cepas no-
Saccharomyces, su impacto en los vinos finales puede ser
muy importante, y segin algunos autores hasta mas im-
portante sobre algunos compuestos que el efecto de las
cepas Saccharomyces. Sin embargo, los estudios sobre
estas cepas no son claros. Segun Herraiz er al. (1990) la
concentracién de esteres y acidos en los cultivos mixtos y
secuenciales con Kloeckera, Torulaspora vy
Saccharomyces, siempre es menor que en Saccharomyces
sola. El comportamiento para los alcoholes superiores en
este estudio no es tan claro. En otro estudio con cultivos
mixtos de apiculadas y Saccharomyces, los vinos obteni-
dos resultaron tener mayores niveles totales de alcoholes
superiores y acidos con respecto al cultivo puro de
Saccharomyces (Gil et al., 1996). Hay que destacar que en
ninguno de estos trabajos se conoce la concentracién de
nitrégeno asimilable (FAN) del mosto por lo que es dificil
analizar correctamente el efecto de estos cultivos mixtos
en la produccién de aromas de fermentacién dado que la
disponibilidad del nitrégeno es clave para la sintesis de
estos compuestos. Al igual que los trabajos referentes a
aromas producidos por Saccharomyces, la mayoria de los
trabajos en las no-Saccharomyces, no reportan la concen-
tracién de FAN del medio, y en otros casos se realizaron
Unicamente en medios con exceso de FAN en relacion a un
mosto natural. Como se muestra en la Figura 4, la remocion
de nitrégeno es muy variable entre cepas y especies de
no-Saccharomyces. El hecho de que en cultivos mixtos
haya un enlentecimiento de la fermentacién por carencia
de nutrientes como se mostrd en la Figura 2, demuestra
que el impacto de estas cepas sobre la composicién aro-
matica de un vino también va a ser muy variable. Es asi que
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Figura 3. Efecto de las levaduras durante la vinificacion en la transformacién del jugo de
uva en vino y su relacién con los aromas varietales de la uva. El esquema muestra la posible
transformacién y biosintesis de estos aromds que modifican el perfil original de las uvas
utilizadas, y también la formacién de los aromas de fermentacion por el metabolismo secun-
dario de la fermentacidn alcohdlica que incrementa el aroma de un jugo de uva en mas de 50

veces del vino producido.
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Figura 4. Se muestra el perfil de consumo de nitrégeno
asimilable (FAN) por varias cepas no Saccharomyces, en las
primeras horas del inicio de 1a fermentacién de un jugo de uva.
Algunas cepas como se puede observar consumen mas del
70% del nitrégeno del medio en las primeras 24 horas.

los trabajos realizados hasta el momento, sin conocimien-
to de los niveles de nitrogeno del medio no han permitido
obtener una explicacién concluyente en el efecto de estas
cepas sobre los aromas. Se espera que el desarrollo de
medios especificos con un control exacto de los nutrientes
que afectan las cepas involucradas y la disponibilidad de
FAN, permitan comprender mejor el efecto de las cepas
no-Saccharomyces en la calidad aromatica de un vino.

Efectos de las levaduras en los aromas
varietales de la uva.

Se sabe que los compuestos aromaticos relacionados al
caracter varietal son intermediarios activos en el metabo-
lismo de la planta. La mayoria de los trabajos han estudia-
do a los aromas que se encuentran libres (volatiles) en la
fruta o el mosto y muy pocos apuntan al estudio de sus B-
glucdsidos, o los aromas ligados, que se encuentran no
volatiles. La presencia de estos glucosidos fue confirma-
da en vinos elaborados con uvas Vitis viniferas del grupo
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de las variedades aromaticas como el Moscatel, pero tam-
bién fueron detectados en otros grupo de plantas superio-
res. Estos precursores aromaticos, como los monoterpenol-
glucdsidos (precursores de aromas florales) son de gran
interés en la industria vitivinicola y varios esquemas de
desarrollo biotecnolégico han sido tomados en conside-
racion para su expresion si son liberados del azlcar co-
rrespondiente. Desde el punto de vista enolégico, varios
estudios fueron emprendidos para desarrollar el potencial
aromatico de los monoterpenol-glucésidos empleando
hidrolisis enzimatica (Canal-Llauberes, 1993). Un amplio
espectro de B-glucosidasas han sido aisladas de hongos
filamentosos y levaduras, en este Ultimo grupo encontra-
mos la tradicional levadura de vinificacion Saccharomyces
cerevisiae, pero esta actividad es mas comun en no-
Saccharomyces. El esquema de la Figura 3, muestra esta
opcién de hidrélisis por la levadura de un aroma ligado
originario de la uva, aumentando su concentracion en es-
tado libre y sensorialmente activo.

Grossman et al. (1987), reportaron la hidrélisis de los
monoterpenol-glucésidos usando directamente levaduras
de fermentacidn que poseian actividad R-glucosidasa. Es-
tos autores encontraron que es mucho mas efectivo agre-
gar con este objetivo las levaduras a un vino que ha fina-
lizado la fermentacion, que adicionarlas durante el proce-
so de fermentacion. En un mosto fermentando activamen-
te laenzima B-glucosidasa esta sujeta a la desnaturalizacion
por proteasas y a una inhibicion de su sintesis y actividad
por parte de la glucosa presente en el jugo. Mas reciente-
mente, en Sauvignon Blanc, ha sido demostrado el efecto
de Saccharomyces sobre los precursores tipicos de esta
variedad haciendo expresar las notas a fruta de la pasion
durante la fermentacion (Tominaga et al., 1998), lo que sin
duda demuestra que deben existir otros casos aun no des-
cubiertos.

Algunos investigadores han demostrado que, a dife-
rencia de Saccharomyces, las levaduras no-
Saccharomyces producen y excretan una gran variedad
de enzimas extracelulares como esterasas, glicosidasas,
lipasas, b-glucosidasas, proteasas, celulasas, etc. Estas
enzimas podrian interactuar con los precursores aromati-
cos del mosto y hacerlos activos aromaticamente en el
vino, influyendo asi en los aromas varietales (Charoenchai
etal. 1997; Zoecklein et al., 1997, Zoecklein et al., 1997;
1998; Fernandez et al., 2000; Perez et al., 2001; Mendes-
Ferreira et al., 2001; Strauss et al., 2001; Ferndndez-
Gonzalez etal., 2003; Carrau, 2003; Swiegers et al., 2005).
Sin embargo, algunos de estos estudios han sido realiza-
dos en forma preliminar, en algunos casos con extractos

de aromas varietales sin un balance de compuestos libres
y ligados, o con ensayos primarios como el del p-nitrofenol-
B-D-glucopiranosido (p-NPG) y determinacién del p-
nitrofenol liberado, cuyos valores no solo miden la activi-
dad b-glucosidasa sino también la de las 1,3-glucanasas
que estan presentes en la mayoria de las levaduras (Strauss
etal., 2001). En conclusion, la relacién positiva o negativa
de las levaduras no-Saccharomyces, con los aromas
varietales y sus precursores, como los terpenos y
norisoprenoides es un tema considerado practicamente en
sus inicios, con un efecto todavia no bien comprendido
(Lambrechts & Pretorius, 2000; Swiegers et al., 2005).

Biosintesis de monoterpenos por levaduras

Los monoterpenos y otros isoprenoides aportan un aro-
ma frutal y floral, y su presencia reviste gran importancia
por su influencia en la calidad del vino. Tradicionalmente
la enologia ha considerado estos compuestos como un
aporte varietal, o sea que proviene de las uvas que se
procesan y no de la fermentacion. En este contexto, su
formacion por parte de levaduras, se encontraba limitada a
nivel de trazas por un reducido nimero de especies no-
Saccharomyces como Kluyveromyces lactis, Torulaspora
delbrueckii, Kloeckera apiculata, Metschnikowia
pulcherrima, Candida stellata, y Ambrosiozyma
monospora. Sin embargo, recientemente se ha demostra-
do la sintesis “de novo” de terpenos por Saccharomyces
cerevisiae, que depende de la situacion redox y el nivel de
nitrégeno del medio de fermentacion (Carrau et al., 2005).
Este descubrimiento del posible aporte de notas florales
por S. cerevisiae a un vino ademas del aportado por la
fruta, abre un campo de particular importancia para la
enologia. Por ejemplo, a partir de variedades Vitis viniferas
de caracteristicas no arométicas, como es el caso de las
uvas tintas, que presentan caracteristicas quimicas y sen-
soriales mas relacionadas a frutos rojos o notas herbaceas
(norisoprenoides y pirazinas), un aporte de notas florales
por levaduras especificas abre una interesante perspecti-
va. Entre otras, podria ser de fundamental importancia,
para un pais como Uruguay donde la tipicidad de su
viticultura se orienta hacia el desarrollo de vinos tintos como
es el caso del Tannat, que resulta en vinos con una gran
estructura fendlica, pero muy limitada intensidad aromatica.

Restan muchos elementos que deben ser dilucidados
en el estudio de la biosintesis de monoterpenos: identifi-
car y caracterizar cepas nativas productoras de terpenos,
comprender mejor las condiciones fisioldgicas que pro-
mueven su formacién y definir la(s) rutas biosintéticas a
través de las cuales son producidos estos compuestos.
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BIOSINTESIS O TRANSFORMACION
DE DERIVADOS DEANTOCIANOS EN
UVAS TINTAS

El color del vino depende de la concentracién de
antocianos que se extraen de las cascaras de las uvas du-
rante la maceracion. Estos pigmentos son modificados o
afectados durante la vinificacion, la crianzay el embotella-
do (Ribereau-Gayon 1982; Boulton 2001; Vivar-Quintana
etal., 2002; Schwarz et al., 2003). Mas recientemente se ha
demostrado que durante la fermentacion algunos compues-
tos secundarios son liberados en el medio por las levadu-
ras, como el acido piravico y el acetaldehido, que pueden
reaccionar con las antocianinas para producir derivados
que pueden afectar el color de un vino. Algunos ejemplos
son la Vitisina A, Vitisina B y pigmentos ligados
antocianina-flavonol (Morata et al., 2003; Asenstorfer et
al., 2003; Lee etal., 2004; Eglinton et al., 2004). El efecto de
varias cepas de Saccharomyces cerevisiae, comerciales y
nativas sobre los antocianos de uvas Tannat fue estudia-
do recientemente, y se demostro que las diferencias entre
cepas no se debian a remociones o degradaciones de
antocianos como algunos autores sostienen que es lo nor-
mal, sino a la sintesis de nuevos derivados de antocianos
que acrecentaban mas o menos el color del vino final se-
gun la cepa (Medina et al., 2005). Estos resultados abren
nuevas perspectivas para la mejor caracterizacion de leva-
duras mas adaptadas a la vinificacion de vinos tintos, lo
que se piensa puede depender de un estudio para cada
variedad en especial. No se conocen hasta el momento
trabajos sobre este tema en cepas no-Saccharomyces.

IMPACTO SENSORIAL DE LAMAYOR
BIODIVERSIDAD EN LA
VINIFICACION

El andlisis sensorial de cepas no-Saccharomyces fer-
mentadas individualmente en cultivos puros de mosto ha
tenido muy poca atencion. Esta falta de interés quizas se
debe a la baja capacidad de estas cepas para fermentar el
mosto completamente y a que muchas producen una con-
centracién de acidez volatil elevada, generalizandose rapi-
damente una mala reputacion sobre las cepas no-
Saccharomyces a nivel enolégico. Malan (1956) encontr6
diferencias sensoriales importantes en vinos fermentados
con Saccharomyces y Hanseniaspora uvarum. En culti-
vos mixtos entre Candida glabrata (Torulopsis) y
Saccharomyces, Kiryalova (1958) ha reportado mejor cali-
dad de vino y frutado que con las cepas individualmente.
Algunos estudios han evaluado el efecto de cultivos mix-

tos entre cepas no-Saccharomyces y Saccharomyces, adi-
cionadas al mismo tiempo o secuencialmente. Soden (1998,
2000) demostrd las diferencias sensoriales entre el cultivo
de cepas de Torulaspora delbrueckii y Candida stellata
seleccionadas con buenas caracteristicas organolépticas
con Saccharomyces co-inoculadas o inoculadas
secuencialmente en jugo artificial y mosto Chardonnay.
Otro ejemplo interesante de cultivo secuencial para
desacidificar un mosto se logra iniciando la fermentacién
con Schizosaccharomyces pombe y posterior inoculacién
de Saccharomyces para terminar la fermentacion (Magyar
and Panyik, 1989).

Por otro lado, el caracter sensorial de los vinos fermen-
tados con varias cepas de Saccharomyces en cultivos mix-
tos, ha sido reportado como una mejora al efecto de las
cepas individualmente (Verona & Castelli, 1955). Schutz et
al. (1995) demostraron mas recientemente que la co-inocu-
lacion de cuatro cepas Saccharomyces produjo vinos de
mayor complejidad aromatica que el producido por las ce-
pas individualmente. Es aun poca la informacién sobre este
tema y no se ha evaluado globalmente el fendmeno de la
competencia entre Saccharomyces y no-Saccharomyces.
Este campo seria de suma importancia para introducir ce-
pas no-Saccharomyces a nivel comercial que permitan de-
sarrollar nuevos procesos a nivel de bodega.

LABIODIVERSIDAD DE LEVADURAS
COMO ESTRATEGIAPARALA
ENOLOGIA DE MINIMA
INTERVENCION

Encontramos una falta de trabajos y publicaciones del
efecto de la flora indigena, principalmente sobre las cepas
no-Saccharomyces en los aromas y sabores de un vino,
sin embargo podemos afirmar que existe una clara percep-
cion de que las levaduras nativas mejoran la complejidad y
calidad del vino en fermentaciones espontaneas (Egli et
al., 1998). Dado que se sabe que la no inoculacién de los
mostos es una de las operaciones mas riesgosas en una
bodega si no se realiza un control estricto de este proceso,
los en6logos deberan tener una mejor comprension de la
microbiologia de lauvay el vino para aprovechar en forma
segura la biodiversidad presente en cada bodega. Ademas
de una carencia de trabajos de analisis quimicos del efecto
de estas levaduras en los aromas, como se mostro se en-
cuentran pocos trabajos desde el punto de vista sensorial
que demuestren impacto en el aromay sabor. Este trabajo
muestra la gran diversidad en la capacidad fermentativa,
crecimiento y cualidades arométicas de las cepas no-
Saccharomyces, lo que hace posible confirmar el gran po-
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tencial de estas cepas para su aplicacion a nivel enolégico
en combinacién con Saccharomyces. Dentro de las cepas
Saccharomyces también se discutié que existe gran diver-
sidad de cepas nativas mucho mejor adaptadas a condi-
ciones de bajo nivel de nitrégeno del mosto, y que esto
indica la necesidad de seleccionar y utilizar esta flora para
no depender Unicamente de cepas comerciales no adapta-
das a nuestras condiciones naturales que demandan su-
plemento de amonio. Desde el punto de vista enolégico,
se debe considerar que la fermentacién espontanea o el
pretratamiento de mostos con cepas no-Saccharomyces
seleccionadas, seran procesos aplicables en el tratamien-
to de los mostos, muy Utiles para enriquecer y diferenciar
en complejidad aromatica algunos vinos. Estos procesos
deben ser optimizados mediante el manejo de los nutrientes
del mosto y el conocimiento de la flora nativa presente en
los vifiedos y las bodegas. La mayor comprension de las
alternativas presentadas en este trabajo, permitira desa-
rrollar métodos y microorganismos mejor adaptados a la
Enologia de Minima Intervencién.
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