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1. introducción

en el pasado, la fermentación era llevada a cabo por las levaduras salvajes presentes en la bodega, por ello la 
transformación de los azúcares en alcohol y la producción de compuestos aromáticos tenía lugar al azar, como 
resultado de un proceso aleatorio. desviaciones aromáticas como el picado láctico, o problemas relacionados 
con el desarrollo de la fermentación eran frecuentes. la utilización de levaduras seleccionadas producidas en 
forma seca ha ido cambiando de forma gradual el control y la fiabilidad de las fermentaciones.

el estudio comparativo entre la ecología de las levaduras de las bodegas y del viñedo muestra claramente que 
las levaduras presentes en las uvas están sometidas a fenómenos naturales (maduración de la uva, variaciones 
meteorológicas), a la intervención del hombre y a los tratamientos fitosanitarios efectuados (guerra et al., 1999; 
cabras y angioni, 2000). también demuestra que las levaduras indígenas residuales no son las más adecuadas 
para la realización de la fermentación alcohólica. la utilización de inóculos seleccionados de Saccharomyces 
permite reducir las variaciones debidas al desarrollo de las poblaciones indígenas no controladas y asegurar un 
buen desarrollo de la fermentación alcohólica. esto se traduce en una mejora de la calidad general de los vinos, 
al mismo tiempo que responde a exigencias tan actuales como la trazabilidad (loiseau et al., 1987) y la coheren-
cia de los procesos de producción (Fleet et al., 1993; lambrechts y pretorius, 2000).

pero es importante considerar también la diversidad de la microflora de levaduras presente en los viñedos (da-
venport, 1974, mortimer y polsinelli, 1999), en los mostos (heard y Fleet, 1986; ganga y martinez, 2004; torija 
et al., 2001, hierro et al., 2006) así como durante las primeras fases de la vinificación (Zott et al., 2008). la in-
tervención de estos microorganismos de especies no-saccharomyces durante la fermentación alcohólica ha sido 
descrita en bibliografía (ciani, 1997; egli et al., 1998; soden et al., 2000).

durante la vinificación, es posible tomar ventaja de la diversidad cuantitativa y cualitativa de los productos o sub-
productos de fermentación producidos por las levaduras no-Saccharomyces (ciani y Ferraro, 1998; ciani et al., 
1996; Ferraro et al., 2000). gracias a esta biodiversidad, el enólogo puede diferenciar aun más su vino revelando 
el potencial aromático de los mostos, tanto a nivel de intensidad como de complejidad (egli et al., 1998, romano 
et al., 2003; rojas et al., 2003; viana et al., 2009), pero sin perder las ventajas que ofrece el control mediante la 
adición de levaduras. algunas levaduras no-Saccharomyces, a la luz de los nuevos resultados científicos, presen-
tan hoy en día interesantes características para las condiciones actuales en la elaboración de vinos de calidad. 
nuestras investigaciones sobre el

potencial aromático de las levaduras no-saccharomyces, junto con la optimización de la producción de estas 
levaduras en forma seca, permiten hoy en día al enólogo reproducir de manera controlada la sucesión natural de 
especies que ocurren en una fermentación espontánea.

estas nuevas herramientas combinan biodiversidad, seguridad y ventajas cualitativas.
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2.  Producción de un inóculo de Torulaspora delbrueckii de elevada viabilidad y vitalidad

2.1 ¿Interés de la especIe Torulaspora delbrueckii?

dentro de la biodiversidad natural presente sobre la uva y de los ecosistemas fermentativos, algunas especies 
han sido estudiadas de forma más específica a nivel de las fermentaciones enológicas por sus apreciados aportes 
organolépticos. entre ellas podemos citar los géneros Torulaspora, candida, Debaryomyces, Pichia, Kloeckera, 
Kluyveromyces, metschnikowia y otros (Belancic et al., 2003; ciani 1997; ciani y Ferraro, 1998; egli et al., 1998; 
mora et al., 1990; rosi et al., 1994). Torulaspora delbrueckii ha demostrado ser interesante no sólo por revelar la 
tipicidad sensorial, sino también por la pureza de su perfil fermentativo (ciani y picciotti, 1995; martinez et al., 
1990; mauricio et al., 1991; moreno et al., 1991) y por su capacidad para corregir algunos defectos de los vinos 
como la acidez volátil (languet et al., 2005; Bely et al., 2008). en la naturaleza la variabilidad es la norma, ya sea 
inter o intra especies (renault et al., 2009); la decisión de trabajar con una cepa de Torulaspora delbrueckii en 
particular fue tomada en colaboración con el inra (institut national de recherche agronomique, France), tras la 
realización de vinificaciones, seguimiento de la población de levaduras y análisis sensorial respetando todas las 
normas aFnor( association Française de normalisation). (languet et al., 2005).

2.2  nIvel de supervIvencIa, capacIdad de multIplIcacIón y pureza fermentatIva de Torulaspora 
delbrueckii.

se aplicaron diferentes estrategias para la producción de levaduras secas activas de la cepa lallemand de Torulas-
pora delbrueckii, cepa 291 con el fin de aumentar el nivel de supervivencia en condiciones enológicas difíciles 
y amplificar su capacidad de multiplicación para que estas levaduras pudiesen implantarse en los mostos de uva.

en este ejemplo, se estudiaron las levaduras de T. Delbrueckii 291 resultantes de diferentes producciones y co-
dificadas como “lsa td1” y “lsa td2” utilizando un mosto de uva de la variedad viognier, cuyos análisis se 
presentan en la tabla 1. este mosto presentaba una turbidez baja y contenía por tanto unas concentraciones mí-
nimas de micronutrientes y de factores de supervivencia. es decir, este mosto natural era un medio hostil para las 
levaduras no-Saccharomyces y para las levaduras en general. la temperatura de fermentación aplicada en estas 
fermentaciones fue de 20 °c.

a fin de poder comparar las capacidades de supervivencia de los inóculos no-Saccharomyces, se utilizó en 
paralelo una levadura seleccionada de Saccharomyces cerevisiae reconocida internacionalmente para su uso 
en vinificaciones en blanco; además, esta levadura testigo había sido producida según el proceso yseo® (yeast 
security optimization) y por tanto

presentaba las ventajas de los últimos avances en términos de proceso de producción; este inóculo fue codificado 
como “lsa scyseo®”.

Azúcares 
g/L

Turbidez 
NTU

Nitrógeno asimilable 
mg/L

pH Ac. tot. H2SO4
g/L

215 42 150 3,65 2,50

Tabla 1. Análisis estándar del mosto de Viognier utilizado.

las viabilidades de estos tres inóculos se presentan en la tabla 2. hay que recordar que la viabilidad mínima que 
garantiza una fermentación segura es de 1*1010 ufc/g de levadura seca activa (lsa), por tanto todos los inóculos 
utilizados cumplían ampliamente estas normas de calidad.

LSA LSA TD1 LSA TD2 LSA SC YSEO®

Viabilidad ufc/g 4x1010 2x1010 2x1010

Tabla 2.  Viabilidad de los diferentes inóculos.
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el control de la viabilidad de las levaduras inoculadas y el recuento se efectuó 50 h después de alcanzar la velo-
cidad máxima de fermentación (vmax). el recuento de las levaduras se realizó mediante siembra en un medio de 
agar sabouraud adicionado con 0,055 g/l de azul de metileno para permitir la diferenciación morfológica. este 
método fue previamente verificado y validado mediante análisis genético.. los resultados obtenidos se presentan 
en la figura 1. al mismo tiempo, se comparó la capacidad de multiplicación de los inóculos td1 y td2 o “vita-
lidad”. los resultados se presentan en la figura 2. la fiabilidad del proceso para controlar la higiene de los vinos 
se presenta en la tabla 3 que muestra los análisis estándares de los vinos obtenidos.
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Figura 1.  Viabilidad en el mosto ya en fermentación de los diferentes inóculos no-Saccharomyces y de una levadura 
Saccharomyces en función del proceso de producción aplicado.
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Figura 2.   Vitalidad o capacidad de multiplicación de los diferentes inóculos, en función de los procesos de producción 
aplicados, durante las primeras 50 horas de fermentación
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GAV 
% vol

Gluc-fruct  
g/L

SO2 tot 
mg/L

SO2 libre 
mg/L

Ac. Volátil 
H2SO4 

g/L

Ac. tot. 
H2SO4 

g/L
pH

TD1, luego 
SC YSEO® en 
inoculación 
secuencial

12,72 0.0 14 6 0,17 2,50 3,73

TD2, luego 
SC YSEO® en 
inoculación 
secuencial

12,72 0.0 14 6 0,12 2.60 3,73

SC YSEO® 12,83 0.0 16 8 0,23 3,10 3,63

Tabla 3. Análisis estándar de los vinos Viognier.

los resultados demuestran que según el proceso de producción aplicado a una misma cepa de levadura, tanto 
la viabilidad durante la inoculación como las capacidades de multiplicación o vitalidad pueden ser controladas. 
la lsa td2 aparece como el producto más eficiente a nivel de vitalidad y viabilidad en comparación con lsa 
td1. la independencia de Torulaspora delbrueckii 291 con respecto a las carencias de micronutrientes, es decir 
de esteroles debido a la baja turbidez, también es visible.

la viabilidad es importante para llevar a cabo una presión ecológica sobre las levaduras indígenas y permitir la 
implantación, pero la capacidad de multiplicación también es fundamental, ya que es durante la fase de multi-
plicación cuando las levaduras sintetizan los principales aromas fermentativos. además, se ha demostrado que 
para contribuir al perfil sensorial de los vinos las levaduras no-Saccharomyces deben alcanzar una población 
importante, de alrededor de 106 - 107 células por mililitro (heard y Fleet, 1986).

nuestras adaptaciones de los procesos de producción permiten hoy en día producir levaduras no-Saccharomyces 
que responden a las exigencias de viabilidad y vitalidad de forma tan fiable como las levaduras secas activas de 
Saccharomyces cerevisiae.

3. estrategia de utilización de Torulaspora delbueckii 291 en inoculación secuencial

es comúnmente aceptado que la utilización de una levadura no-Saccharomyces en monocultivo no permite un 
acabado correcto y seguro de la fermentación (azúcares residuales < 2 g/l) con una duración de la fermentación 
que sea compatible con las exigencias de las actuales producciones vitivinícolas, garantizando al mismo tiempo 
la ausencia de defectos organolépticos. en condiciones enológicas, estas especies tienen una capacidad fer-
mentativa limitada comparadas con las levaduras Saccharomyces, debido especialmente a su baja capacidad de 
multiplicación y a sus específicas necesidades de micronutrientes y de oxígeno (mauricio et al., 1991; hansen et 
al., 2001). a su vez, la levadura Saccharomyces, debido a su extremada adaptabilidad a las condiciones hostiles, 
es capaz de crecer y superar a las levaduras indígenas no-Saccharomyces (Fleet, 1993). aunque ya había sido 
ampliamente descrito cómo la sucesión de poblaciones de levaduras, con una alternancia del predominio de 
levaduras no-Saccharomyces en la primera fase de la fermentación alcohólica y luego de

Saccharomyces, es fundamental para la complejidad aromática de los vinos (Zironi et al., 1993, Ferraro et al., 
2000), quisimos validar esta teoría a través de un trabajo previo (languet et al., 2005). en el mismo se demostró 
que la sucesión de poblaciones de levaduras con esta cepa de Torulaspora delbrueckii 291 es necesaria para la 
obtención de un perfil sensorial más complejo. el resultado es una inoculación secuencial que evita que se pro-
duzca una competición entre las cualidades fermentativas y organolépticas de cada una de las especies.

los primeros ensayos consistieron en optimizar la pareja de levaduras. Junto con la cepa Torulaspora delbrueckii 
291 se estudiaron varias levaduras Saccharomyces en inoculación secuencial, utilizando diversas variedades de 
uva y en diferentes condiciones de fermentación. entre las levaduras Saccharomyces cerevisiae seleccionadas en 
función de su correspondencia a unos criterios determinados, sólo una cepa mostró ser compatible con la cepa 
T. delbrueckii 291 a fin de obtener unos vinos con un perfil aromático distinto.
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3.1 desarrollo de la fermentacIón secuencIal.

se utilizó un mosto sintético codificado como “ms300-Fa-o2 gF”, que presentaba una carencia extrema de 
factores de supervivencia de tipo esteroles y un contenido de glucosa-fructosa de 200g/l. además, fue inertizado 
mediante burbujeo directo con aligaltm antes de la siembra del inóculo con lsa T.delbrueckii 291 y del inócu-
lo testigo de Saccharomyces “lsa sc”, de forma que no había oxígeno disuelto en el mosto. las condiciones de 
fermentación por tanto eran extremas y permitieron evaluar si la inoculación secuencial con las levaduras secas 
activas de Torulaspora y de Saccharomyces era compatible con este tipo de situación.

en vista de estas condiciones particulares, durante la rehidratación de las levaduras secas activas y siguiendo las 
recomendaciones del productor se utilizó un protector de levadura (goferm protect®).

las velocidades de fermentación obtenidas con las dos modalidades en función del tiempo se presentan en la 
figura 3. el análisis estándar de los vinos obtenidos se ilustra en la tabla 4.
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Figura3. Cinética de fermentación de la inoculación secuencial y de la inoculación clásica en un mosto con carencias.

las cinéticas de fermentación obtenidas (Figura 3) muestran que la fase de latencia es extremadamente corta, 
tanto para la fermentación inoculada con lsa td291 como para la fermentación testigo sembrada con lsa sc. 
la velocidad de fermentación máxima (vmax) es menos importante en el caso de la modalidad “inoculación 
secuencial”, pero en la fase estacionaria la velocidad es prácticamente constante. el final de la fermentación es 
más rápido que el del testigo. la ausencia de un pico de fermentación durante la utilización de la inoculación 
secuencial permite también evitar un aumento térmico, a menudo asociado a la fermentación alcohólica.

GAV 
% vol

Gluc-fruct  
g/L

SO2 tot 
mg/L

SO2 libre 
mg/L

Ac. Volátil 
H2SO4 

g/L

Ac. tot. 
H2SO4 

g/L
pH

TD291, 
luego SC 
YSEO® en 
inoculación 
secuencial

12,09 0,0 < 25 < 5 0,33 7,67 3,53

SC YSEO® 12,83 0,1 < 25 < 5 0,79 8,35 3,45

Tabla 4.  Análisis estándar, vinos sintéticos MS300-FA-O2 GF.

los análisis obtenidos muestran que la disminución de acidez volátil es de nuevo muy significativa (tabla 4).
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4.  Caracterización de la pareja Torulaspora delbrueckii 291 / Saccharomyces cerevisiae en 
inoculación secuencial.

4.1.  utIlIzacIón de un protector para la levadura saccharomyces cerevisiae en InoculacIón 
secuencIal.

se efectuaron varias fermentaciones con el fin de evaluar las capacidades fermentativas de la inoculación se-
cuencial en condiciones extremas con respecto al oxígeno (condiciones simuladas de los blancos en nuestros 
ensayos), y de estudiar el interés de la adición de un protector durante la rehidratación de la levadura S. cerevi-
siae. los resultados demuestran que en condiciones difíciles (mosto con carencias), es recomendable utilizar un 
protector de levaduras (del tipo go-Fermprotect®) para la levadura Saccharomyces (Figura 4)
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Figura 4.  Cinética de fermentación con y sin protector de levadura durante la rehidratación de la levadura S.cerevisaie 
en inoculación secuencial con T.delbrueckii 291.

el efecto del protector de levadura se observa en la figura 4 a nivel de la velocidad de fermentación en fase esta-
cionaria; en efecto, cuando se utiliza un protector para la rehidratación de la levadura Saccharomyces cerevisiae, 
la duración de la fermentación se reduce de un 25% con respecto a la fermentación testigo (sin utilización de 
protector). este ahorro de tiempo representa una verdadera ventaja teniendo en cuenta que la duración de la 
fermentación generalmente es mayor cuando se vinifica utilizando la inoculación secuencial.

4.2  evaluacIón de las necesIdades de nItrógeno de la pareja optImIzada y utIlIzada para la 
InoculacIón secuencIal.

se efectuaron fermentaciones en medio sintético carente de nitrógeno asimilable, con el fin de determinar las 
necesidades de nitrógeno durante la utilización de los 2 inóculos en inoculación secuencial. de acuerdo con 
Julien et al., 2001, la duración de la fermentación en un medio

carente de nitrógeno es “proporcional” a los requerimientos de nitrógeno necesarios para mantener una veloci-
dad de fermentación constante en este mismo medio. se compararon levaduras que se caracterizaban por unos 
“requerimientos de nitrógeno bajos”, “medios” y “elevados” con la pareja de levaduras utilizada en la inocula-
ción secuencial. las cinéticas fermentativas nos permitieron clasificar T. delbrueckii 291 dentro del grupo de las 
levaduras con elevadas necesidades de nitrógeno.
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4.3 nutrIcIón de la pareja de levaduras optImIzada para la InoculacIón secuencIal.

los resultados obtenidos en laboratorio, que muestran las elevadas necesidades de nitrógeno de la pareja de le-
vaduras utilizada en inoculación secuencial, han sido confirmados por observaciones efectuadas durante ensayos 
a nivel industrial. por tanto se estudiaron en laboratorio estrategias de nutrición adaptadas que, a continuación, 
fueron validadas mediante ensayos en bodega.

en laboratorio, el medio utilizado carecía de factores anaeróbicos (factores de supervivencia), simulaba una 
ausencia total de esteroles y lípidos, y los contenidos de nitrógeno asimilable eran de alrededor de 100 mg/l. la 
temperatura de fermentación se mantuvo constante a 20 °c y el contenido inicial de azúcares era de 220 g/l.

se realizaron dos tipos de nutrición:

• una adición de nutrientes denominados “complejos” para unos contenidos equilibrados de nitrógeno orgá-
nico e inorgánico. estos nutrientes contenían también vitaminas y levaduras inactivadas que son fuente de 
esteroles y de ácidos grasos insaturados (Fermaid® e). 

• una adición de nutrientes 100% orgánicos, que contenían nitrógeno sólo en forma de aminoácidos 
 (Fermaid® o).

estas 2 estrategias de nutrición se realizaron durante fermentaciones efectuadas con inoculación secuencial de 
las levaduras Saccharomyces y Torulaspora 291.

en la Figura 5, se puede observar que una nutrición apropiada permite una reducción de la duración de la fer-
mentación del 54% con un nutriente complejo y del 32% con un nutriente orgánico. el efecto es enorme en 
términos de seguridad fermentativa. estos resultados concuerdan con las elevadas necesidades de nitrógeno des-
critas para esta pareja de levaduras.
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Figura 5.  Cinética de fermentación con diferentes estrategias de nutrición para las levaduras utilizadas en inoculación 
secuencial.

4.4 un enfoque prometedor para la dIsmInucIón de la acIdez volátIl

según los resultados de los ensayos de inoculación secuencial utilizando determinadas cepas de T. delbrueckii 
291 para facilitar la fermentación de mostos de vendimias tardías, este proceso es particularmente útil no sólo 
para mejorar el perfil aromático del vino, sino también para disminuir la acidez volátil (av), un problema frecu-
entemente asociado a este tipo de fermentación. en efecto, durante una serie de ensayos realizados en sauternes, 
Francia, con un mosto de sémillon que presentaba un potencial alcohólico de 21,4%, el nivel de acidez volátil 
fue dos veces menor que el del lote inoculado según el método clásico (es decir 0,35 g/l en vez de 0,7 g/l).
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5.  Contribución sensorial de Torulaspora delbrueckii 291 en fermentación secuencial

5.1 comparacIón con Inóculos convencIonales tIpo saccharomyces cerevisiæ

durante un ensayo realizado con un mosto chardonnay (tabla 5) procedente de un viñedo situado en la región de 
“appellation contrôlée mâcon village”, en Francia, se obtuvieron diferencias mínimas a nivel de evolución de la 
fermentación alcohólica (Figura 6) entre la inoculación clásica con una levadura lsa Saccharomyces cerevisiae 
y la inoculación secuencial de Torulaspora 291y Saccharomyces (level2® td ).

 Testigo Level2® TD

Glucosa + fructosa g/L 202 202

Acidez total H2SO4 g/L 6,84 6,85

pH 3,26 3,25

SO2 libre mg/L 11 11

SO2 total mg/L 39 38

Ácido málico g/L 6,6 6,7

Nitrógeno asimilable mg/L 275 276

Turbidez 62 63

Tabla 5. Características del mosto Chardonnay
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Figura 6. Cinética de fermentación de la inoculación secuencial y de la inoculación clásica en un mosto Chardonnay
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Composición de los vinos en ésteres
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Composición de los vinos en moléculas aromátocas

Número de inidades de olor 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60

2 feniletanol
Rosa

Linalol
Cítrico, rosa

Inoculación secuencial Level2® TD
Inoculación clásica

Figuras 7a y 7b.  Chardonnay – número de unidades olfativas (cociente concentración/umbral de percepción) para 
diferentes moléculas aromáticas, en las dos modalidades.

sin embargo, se observaron diferencias significativas en el análisis de los compuestos aromáticos (véase las Fi-
guras 7a y 7b)

esteres – al final de la Fa, los contenidos de hexanoato de etilo y de butirato de etilo, que intensifican la nota 
frutal, eran significativamente más elevados en el vino del ensayo (tratado con inoculación secuencial) que en el 
vino testigo.

terpenos – al final de la Fa, los contenidos de linalol (cítrico y rosa) y de 2-fenil-etanol (notas florales) eran más 
elevados en el lote fermentado con inoculación secuencial de dos levaduras.

una vez concluida la Fml, un jurado de consumidores expresó una preferencia neta por el vino tratado con 
inoculación secuencial (Figura 8), especificando que su complejidad aromática era superior a la del vino testi-
go. según algunos miembros del jurado, el vino obtenido con la inoculación secuencial presentaba unas notas 
aromáticas positivas de “pastelería”, que no fueron percibidas en el vino testigo.
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Figura 8. Evaluación comparativa de dos vinos por un jurado de consumidores tras la FML

se evidenció una diferencia significativa entre los dos vinos catados por un jurado de consumidores (Figuras 9a 
y 9b). en particular el vino obtenido con inoculación secuencial fue percibido con una complejidad aromática 
superior. es interesante notar que algunos de los catadores detectaron la presencia de una gama aromática de 
“pastelería” en este mismo vino mientras que ninguno la detectó en el vino testigo.
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Figuras 9a y 9b.  Chardonnay – resultado del análisis sensorial descriptivo realizado por un jurado de consumidores no 
profesionales

5.2 comparacIón con otros Inóculos no convencIonales dIsponIbles.

en este ejemplo se utilizaron tres inóculos (nsc1, nsc2, nsc3) que declaraban la presencia de levaduras no-
Saccharomyces; se aplicó la inoculación clásica siguiendo las recomendaciones de hidratación y utilización de 
los diferentes productores y se comparó con la inoculación secuencial de las levaduras Torulaspora/Saccharomy-
ces producidas por nosotros (nsctd2). la figura 10 presenta la viabilidad obtenida con los diferentes inóculos 
según el método descrito anteriormente. el predominio de las levaduras no-saccharomyces obtenido para iniciar 
la fermentación alcohólica está representado por el porcentaje le lavadura no-saccharomyces (%nsc) presente 
con respecto a las levaduras totales vivas Saccharomyces (sc) y no-Saccharomyces.
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en este ejemplo, el mosto utilizado era un ensamblaje de varios mostos. los vinos obtenidos fueron analizados 
por un laboratorio independiente especializado en análisis aromáticas (centro de aromas, dictuc, chile) medi-
ante cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas. (gc-ms). se utilizó como estándar interno el 
4-nonanol. inmediatamente después de la conclusión de las fermentaciones los vinos fueron enviados al labora-
torio para efectuar el análisis de los aromas, sin que hubiese ningún contacto con la madera.

los resultados de la figura 10 demuestran que con las tres mezclas de levaduras no-Saccharomyces + Saccha-
romyces, no existe un predominio de las poblaciones no convencionales; la especie Saccharomyces cerevisiae 
presenta una dominancia clara en el momento de la inoculación en el mosto. se puede por tanto asumir un 
efecto aromático muy débil (es decir nulo) de las levaduras no-Saccharomyces en los vinos obtenidos de esas 
fermentaciones.

por el contrario, en el caso de la inoculación de sólo nuestra levadura torulaspora al inicio de la fermentación, 
se observa más de un 90% de implantación. esta fuerte implantación es posible gracias a la buena viabilidad del 
inóculo nsc td2: 4,14 x 1014. 
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Figura 10.  Viabilidad, en función del inóculo, de las levaduras Saccharomyces y no-Saccharomyces presentes y 
porcentaje de levaduras no-Saccharomyces viables.

en las figuras 11, 12 y 13 se presentan, respectivamente, los contenidos de derivados de vanilina, las concentra-
ciones de terpenos y los contenidos de lactonas.
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Figura 12. Contenido de terpenos.
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Figura 13. Contenido de lactonas.
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los análisis muestran, para todas las familias de compuestos aromáticos, unas concentraciones finales en los vi-
nos significativamente superiores cuando la fermentación se realiza según el protocolo de inoculación secuencial 
de Torulaspora y Saccharomyces.

6.  Conclusión

nuestras investigaciones han conducido a la puesta a punto de una pareja de levaduras complementarias, le-
vel2® td, que se utiliza en inoculación secuencial. se trata de una levadura no-Saccharomyces de la especie 
Torulaspora delbrueckii 291, combinada con una cepa específica de Saccharomyces cerevisiae. gracias a las 
numerosas mejoras a nivel del proceso de producción, esta levadura seleccionada por lallemand es inoculada 
en el mosto con una nivel de supervivencia de 1010 ufc/ml. a continuación, durante la fermentación alcohólica 
y tras una caída de densidad de 15 puntos, se inocula una levadura Saccharomyces cerevisiae específica por su 
complementariedad con la levadura Torulaspora, siguiendo el protocolo de rehidratación de las lsa.

estos 5 años de investigación a nivel de laboratorio, y de desarrollo en condiciones de bodega, han confirmado 
el interés para el enólogo de esta aplicación.

esta aplicación en inoculación secuencial permite efectuar fermentaciones alcohólicas seguras garantizando el 
consumo total de los azúcares. pero el efecto más evidente de la sinergia de estos dos inóculos sigue siendo la 
complejidad y la intensidad aromática. es esta alternancia de poblaciones de levaduras no-Saccharomyces y 
a continuación de levaduras del género Saccharomyces, como se ha observado en numerosos estudios sobre 
ecología de las levaduras de los sistemas fermentativos no inoculados, la que contribuye a la intensidad y com-
plejidad de los vinos.

las investigaciones efectuadas a nivel de procesos de producción de levaduras permiten la utilización hoy en día 
de un inóculo no-Saccharomyces en el mosto, con un nivel de supervivencia durante toda la primera fase de la 
fermentación superior al normalmente

obtenido con los inóculos Saccharomyces. de esta forma, mediante su utilización secuencial con una levadura 
saccharomyces complementaria, el enólogo puede hoy reproducir, de forma segura y eficaz, la sucesión natural 
de predominio de poblaciones de levaduras.
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