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1. Introduccion

En el pasado, la fermentacién era llevada a cabo por las levaduras salvajes presentes en la bodega, por ello la
transformacion de los azicares en alcohol y la produccién de compuestos arométicos tenia lugar al azar, como
resultado de un proceso aleatorio. Desviaciones aromdticas como el picado lactico, o problemas relacionados
con el desarrollo de la fermentacién eran frecuentes. La utilizacién 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 ecologia de las levaduras de las bodegas y del vifiedo muestra claramente que
las levaduras presentes en las uvas estdn sometidas a fenémenos naturales (maduracién de la uva, variaciones
meteoroldgicas), a la intervencién del hombre y a los tratamientos fitosanitarios efectuados (Guerra et al., 1999;
Cabras y Angioni, 2000). También demuestra que las levaduras indigenas residuales no son las mas adecuadas
para la realizacién de la fermentacion alcohdlica. La utilizacién de inéculos seleccionados de Saccharomyces
permite reducir las variaciones debidas al desarrollo de las poblaciones indigenas no controladas y asegurar un
buen desarrollo de la fermentacién alcohélica. 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 produccion (Fleet et al., 1993; Lambrechts y Pretorius, 2000).

Pero es importante considerar también la diversidad de la microflora de levaduras presente en los vifiedos (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) asi como durante las primeras fases de la vinificacién (Zott et al., 2008). La in-
tervencién de estos microorganismos de especies no-saccharomyces durante la fermentacion alcohélica ha sido
descrita en bibliografia (Ciani, 1997; Egli et al., 1998; Soden et al., 2000).

Durante la vinificacién, es posible tomar ventaja de la diversidad cuantitativa y cualitativa de los productos o sub-
productos de fermentacién producidos por las levaduras no-Saccharomyces (Ciani y Ferraro, 1998; Ciani et al.,
1996; Ferraro et al., 2000). Gracias a esta biodiversidad, el enélogo puede diferenciar aun mas su vino revelando
el potencial aromatico 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
adicion de levaduras. Algunas levaduras no-Saccharomyces, a la luz de los nuevos resultados cientificos, presen-
tan hoy en dia interesantes caracteristicas para las condiciones actuales en la elaboracién de vinos de calidad.
Nuestras investigaciones sobre el

potencial aromatico de las levaduras no-Saccharomyces, junto con la optimizacién de la produccién de estas
levaduras en forma seca, permiten hoy en dia al enélogo reproducir de manera controlada la sucesién natural de
especies que ocurren en una fermentacion espontanea.

Estas nuevas herramientas combinan biodiversidad, seguridad y ventajas cualitativas.



2. Produccion de un inéculo de Torulaspora delbrueckii de elevada viabilidad y vitalidad

2.1 leTERI'ES 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 mads especifica a nivel de las fermentaciones enolégicas 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 sélo 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 volatil (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 decisién de trabajar con una cepa de Torulaspora delbrueckii en
particular fue tomada en colaboraciéon con el INRA (Institut National de Recherche Agronomique, France), tras la
realizacion de vinificaciones, seguimiento de la poblacién de levaduras y analisis sensorial respetando todas las
normas AFNOR( Association Francaise de Normalisation). (Languet et al., 2005).

2.2 NIVEL DE SUPERVIVENCIA, CAPACIDAD DE MULTIPLICACION Y PUREZA FERMENTATIVA DE TORULASPORA
DELBRUECKII.

Se aplicaron diferentes estrategias para la produccién 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 enolégicas dificiles
y amplificar su capacidad de multiplicacion 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 andlisis se
presentan en la tabla 1. Este mosto presentaba una turbidez baja y contenia por tanto unas concentraciones mi-
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 fermentacion aplicada en estas
fermentaciones fue de 20 °C.

A fin de poder comparar las capacidades de supervivencia de los inéculos no-Saccharomyces, se utilizd en
paralelo una levadura seleccionada de Saccharomyces cerevisiae reconocida internacionalmente para su uso
en vinificaciones en blanco; ademds, esta levadura testigo habfa sido producida segtn el proceso YSEO® (Yeast
Security Optimization) y por tanto

presentaba las ventajas de los Gltimos avances en términos de proceso de produccién; este inéculo fue codificado
como “LSA SCYSEO®”.

Azucares Turbidez Nitrégeno asimilable pH Ac.tot.H;SO,4
g/L NTU mg/L g/L
215 42 150 3,65 2,50

TABLA 1. Andlisis estandar del mosto de Viognier utilizado.

Las viabilidades de estos tres in6culos se presentan en la tabla 2. Hay que recordar que la viabilidad minima que
garantiza una fermentacion segura es de 1*1010 ufc/g de levadura seca activa (LSA), por tanto todos los in6culos
utilizados cumplian ampliamente estas normas de calidad.

LSA LSATD1 LSATD2 LSA SCYSEO®
Viabilidad ufc/g 4x1010 2x1010 2x1010

TABLA 2. Viabilidad de los diferentes indculos.



El control de la viabilidad de las levaduras inoculadas y el recuento se efectué 50 h después de alcanzar la velo-
cidad maxima de fermentacion (Vmax). El recuento de las levaduras se realizé mediante siembra en un medio de
agar Sabouraud adicionado con 0,055 g/l de azul de metileno para permitir la diferenciacion morfolégica. Este
método fue previamente verificado y validado mediante analisis genético.. Los resultados obtenidos se presentan
en la figura 1. Al mismo tiempo, se compar6 la capacidad de multiplicacién de los inéculos 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 andlisis estandares de los vinos obtenidos.
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FIGURA 1. Viabilidad en el mosto ya en fermentacién de los diferentes indculos no-Saccharomyces y de una levadura
Saccharomyces en funcién del proceso de produccién aplicado.
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FIGURA 2. Vitalidad o capacidad de multiplicacion de los diferentes indculos, en funcién de los procesos de produccion
aplicados, durante las primeras 50 horas de fermentacion



GAV Gluc-fruct SO, tot S0, libre Ac. Volatil Ac.tot.
% vol g/L mg/L mg/L H2504 H250, PH
g/L g/L
TD1, luego
®
SCYSEO®en [, o) 0.0 14 6 017 2,50 3,73
inoculacion
secuencial
TD2,luego
®
SCYSEO®en | 5, 0.0 14 6 0,12 260 3,73
inoculacion
secuencial
SCYSEO® 12,83 0.0 16 8 0,23 3,10 3,63

TABLA 3. Andlisis estandar de los vinos Viognier.

Los resultados demuestran que segtln el proceso de produccién aplicado a una misma cepa de levadura, tanto
la viabilidad durante la inoculacién como las capacidades de multiplicacién o vitalidad pueden ser controladas.
La LSA TD2 aparece como el producto mas eficiente a nivel de vitalidad y viabilidad en comparacién 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 presion ecolégica sobre las levaduras indigenas y permitir la
implantacién, pero la capacidad de multiplicacién también es fundamental, ya que es durante la fase de multi-
plicacién cuando las levaduras sintetizan los principales aromas fermentativos. Ademas, se ha demostrado que
para contribuir al perfil sensorial de los vinos las levaduras no-Saccharomyces deben alcanzar una poblacién
importante, de alrededor de 106 - 107 células por mililitro (Heard y Fleet, 1986).

Nuestras adaptaciones de los procesos de produccién permiten hoy en dia 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 utilizacion de Torulaspora delbueckii 291 en inoculacién secuencial

Es cominmente aceptado que la utilizacién de una levadura no-Saccharomyces en monocultivo no permite un
acabado correcto y seguro de la fermentacién (aztcares residuales < 2 g/l) con una duracién de la fermentacion
que sea compatible con las exigencias de las actuales producciones vitivinicolas, garantizando al mismo tiempo
la ausencia de defectos organolépticos. En condiciones enoldgicas, estas especies tienen una capacidad fer-
mentativa limitada comparadas con las levaduras Saccharomyces, debido especialmente a su baja capacidad de
multiplicacion y a sus especificas necesidades de micronutrientes y de oxigeno (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 indigenas no-Saccharomyces (Fleet, 1993). Aunque ya habia sido
ampliamente descrito como la sucesién de poblaciones de levaduras, con una alternancia del predominio de
levaduras no-Saccharomyces en la primera fase de la fermentacién alcohdlica y luego de

Saccharomyces, es fundamental para la complejidad aromatica de los vinos (Zironi et al., 1993, Ferraro et al.,
2000), quisimos validar esta teorfa a través de un trabajo previo (Languet et al., 2005). En el mismo se demostré
que la sucesién de poblaciones de levaduras con esta cepa de Torulaspora delbrueckii 291 es necesaria para la
obtencién de un perfil sensorial mas complejo. El resultado es una inoculacién secuencial que evita que se pro-
duzca una competicién 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 inoculacién secuencial, utilizando diversas variedades de
uva y en diferentes condiciones de fermentacion. Entre las levaduras Saccharomyces cerevisiae seleccionadas en
funcién de su correspondencia a unos criterios determinados, s6lo una cepa mostré ser compatible con la cepa
T. delbrueckii 291 a fin de obtener unos vinos con un perfil aromatico distinto.



3.1 DESARROLLO DE LA FERMENTACION SECUENCIAL.

Se utilizé 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. Ademas, fue inertizado
mediante burbujeo directo con ALIGAL™ antes de la siembra del indculo con LSA T.delbrueckii 291 y del in6cu-
lo testigo de Saccharomyces “LSA SC”, de forma que no habia oxigeno disuelto en el mosto. Las condiciones de
fermentacién por tanto eran extremas y permitieron evaluar si la inoculacién secuencial con las levaduras secas
activas de Torulaspora y de Saccharomyces era compatible con este tipo de situacion.

En vista de estas condiciones particulares, durante la rehidratacion de las levaduras secas activas y siguiendo las
recomendaciones del productor se utilizé un protector de levadura (Goferm Protect®).

Las velocidades de fermentacion obtenidas con las dos modalidades en funcién del tiempo se presentan en la
figura 3. El analisis estdndar de los vinos obtenidos se ilustra en la tabla 4.
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FIGURA3. Cinética de fermentacidn de la inoculacién secuencial y de la inoculacién clasica en un mosto con carencias.

Las cinéticas de fermentacién obtenidas (Figura 3) muestran que la fase de latencia es extremadamente corta,
tanto para la fermentacion inoculada con LSA TD291 como para la fermentacion testigo sembrada con LSA SC.
La velocidad de fermentacién maxima (Vmax) es menos importante en el caso de la modalidad “inoculacién
secuencial”, pero en la fase estacionaria la velocidad es practicamente constante. El final de la fermentacion es
mas rapido que el del testigo. La ausencia de un pico de fermentacién durante la utilizacién de la inoculacién
secuencial permite también evitar un aumento térmico, a menudo asociado a la fermentacién alcohélica.

GAV Gluc-fruct SO, tot S0, libre Ac.Volatil Ac.tot.
% vol g/L mg/L mg/L H250, H250, pH
g/L g/L
TD291,
luego SC
YSEQ® en 12,09 0,0 <25 <5 0,33 7,67 3,53
inoculacion
secuencial
SCYSEO® 12,83 0,1 <25 <5 0,79 8,35 3,45

TABLA 4. Andlisis estandar, vinos sintéticos MS300-FA-O2 GF.

Los andlisis obtenidos muestran que la disminucién de acidez volatil es de nuevo muy significativa (Tabla 4).



4. Caracterizacion de la pareja Torulaspora delbrueckii 291 / Saccharomyces cerevisiae en
inoculacion secuencial.

4.1. UTILIZACION DE UN PROTECTOR PARA LA LEVADURA SACCHAROMYCES CEREVISIAE EN INOCULACION
SECUENCIAL.

Se efectuaron varias fermentaciones con el fin de evaluar las capacidades fermentativas de la inoculacién se-
cuencial en condiciones extremas con respecto al oxigeno (condiciones simuladas de los blancos en nuestros
ensayos), y de estudiar el interés de la adicion de un protector durante la rehidratacién de la levadura S. cerevi-
siae. Los resultados demuestran que en condiciones dificiles (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 fermentacién con y sin protector de levadura durante la rehidratacion de la levadura S.cerevisaie
en inoculacién secuencial con T.delbrueckii 291.

El efecto del protector de levadura se observa en la figura 4 a nivel de la velocidad de fermentacién en fase esta-
cionaria; en efecto, cuando se utiliza un protector para la rehidratacion de la levadura Saccharomyces cerevisiae,
la duracién de la fermentacién se reduce de un 25% con respecto a la fermentacién testigo (sin utilizacién de
protector). Este ahorro de tiempo representa una verdadera ventaja teniendo en cuenta que la duracién de la
fermentacién generalmente es mayor cuando se vinifica utilizando la inoculacién secuencial.

4.2 EVALUACION DE LAS NECESIDADES DE NITROGENO DE LA PAREJA OPTIMIZADA Y UTILIZADA PARA LA
INOCULACION SECUENCIAL.

Se efectuaron fermentaciones en medio sintético carente de nitrégeno asimilable, con el fin de determinar las
necesidades de nitrégeno durante la utilizacion de los 2 in6culos en inoculacién secuencial. De acuerdo con
Julien et al., 2001, la duracién de la fermentacién en un medio

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



4.3 NUTRICION DE LA PAREJA DE LEVADURAS OPTIMIZADA PARA LA INOCULACION SECUENCIAL.

Los resultados obtenidos en laboratorio, que muestran las elevadas necesidades de nitr6geno de la pareja de le-
vaduras utilizada en inoculacién secuencial, han sido confirmados por observaciones efectuadas durante ensayos
a nivel industrial. Por tanto se estudiaron en laboratorio estrategias de nutricién adaptadas que, a continuacion,
fueron validadas mediante ensayos en bodega.

En laboratorio, el medio utilizado carecia de factores anaerdbicos (factores de supervivencia), simulaba una
ausencia total de esteroles y lipidos, y los contenidos de nitrégeno asimilable eran de alrededor de 100 mg/l. La
temperatura de fermentacion se mantuvo constante a 20 °C y el contenido inicial de azlcares era de 220 g/I.

Se realizaron dos tipos de nutricién:

¢ Una adicién de nutrientes denominados “complejos” para unos contenidos equilibrados de nitrégeno orgé-
nico e inorganico. Estos nutrientes contenfan también vitaminas y levaduras inactivadas que son fuente de
esteroles y de acidos grasos insaturados (Fermaid® E).

® Una adicién de nutrientes 100% organicos, que contenian nitrégeno sélo en forma de aminoacidos
(Fermaid® O).

Estas 2 estrategias de nutricién se realizaron durante fermentaciones efectuadas con inoculacién secuencial de
las levaduras Saccharomyces y Torulaspora 291.

En la Figura 5, se puede observar que una nutricién apropiada permite una reduccién de la duracién de la fer-
mentacién del 54% con un nutriente complejo y del 32% con un nutriente organico. El efecto es enorme en
términos de seguridad fermentativa. Estos resultados concuerdan con las elevadas necesidades de nitrégeno des-
critas para esta pareja de levaduras.
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FIGURA 5. Cinética de fermentacién con diferentes estrategias de nutricion para las levaduras utilizadas en inoculacion
secuencial.

4.4 UN ENFOQUE PROMETEDOR PARA LA DISMINUCION DE LA ACIDEZ VOLATIL

Segln los resultados de los ensayos de inoculacién secuencial utilizando determinadas cepas de T. delbrueckii
291 para facilitar la fermentacion de mostos de vendimias tardias, este proceso es particularmente Gtil no sélo
para mejorar el perfil aromatico del vino, sino también para disminuir la acidez volatil (AV), un problema frecu-
entemente asociado a este tipo de fermentacién. En efecto, durante una serie de ensayos realizados en Sauternes,
Francia, con un mosto de sémillon que presentaba un potencial alcohdlico de 21,4%, el nivel de acidez volatil
fue dos veces menor que el del lote inoculado segtin el método cldsico (es decir 0,35 g/L en vez de 0,7 g/L).



5. Contribucion sensorial de Torulaspora delbrueckii 291 en fermentacion secuencial

5.1 COMPARACION CON INOCULOS CONVENCIONALES TIPO SACCHAROMYCES CEREVISI/E

Durante un ensayo realizado con un mosto chardonnay (Tabla 5) procedente de un vifiedo situado en la region de
“Appellation Controlée Macon Village”, en Francia, se obtuvieron diferencias minimas a nivel de evolucién de la
fermentacion alcohdlica (Figura 6) entre la inoculacién clasica con una levadura LSA Saccharomyces cerevisiae

y la inoculacién secuencial de Torulaspora 291y Saccharomyces (Level2® TD ).

Densidad del mosto

Testigo Level2® TD
Glucosa + fructosa g/L 202 202
Acidez total H,SO4 g/L 6,84 6,85
pH 3,26 3,25
SO, libre mg/L 11 1
SO, total mg/L 39 38
Acido malico g/L 6,6 6,7
Nitrégeno asimilable mg/L 275 276
Turbidez 62 63

TABLA 5. Caracteristicas del mosto Chardonnay
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FIGURA 6. Cinética de fermentacion de la inoculacién secuencial y de la inoculacién clésica en un mosto Chardonnay



Composicion de los vinos en ésteres
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FIGURAS 7A Y 78. Chardonnay — numero de unidades olfativas (cociente concentracion/umbral de percepcién) para
diferentes moléculas arométicas, en las dos modalidades.

Sin embargo, se observaron diferencias significativas en el andlisis de los compuestos aromaticos (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 mas elevados en el vino del ensayo (tratado con inoculacién secuencial) que en el
vino testigo.

Terpenos — Al final de la FA, los contenidos de linalol (citrico y rosa) y de 2-fenil-etanol (notas florales) eran mas
elevados en el lote fermentado con inoculacién secuencial de dos levaduras.

Una vez concluida la FML, un jurado de consumidores expresé una preferencia neta por el vino tratado con
inoculacion secuencial (Figura 8), especificando que su complejidad aromética era superior a la del vino testi-
go. Seglin algunos miembros del jurado, el vino obtenido con la inoculacién secuencial presentaba unas notas
aromaticas positivas de “pasteleria”, que no fueron percibidas en el vino testigo.
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FIGURA 8. Evaluacién comparativa de dos vinos por un jurado de consumidores tras la FML

Se evidenci6 una diferencia significativa entre los dos vinos catados por un jurado de consumidores (Figuras 9a
y 9b). En particular el vino obtenido con inoculacién secuencial fue percibido con una complejidad aromatica
superior. Es interesante notar que algunos de los catadores detectaron la presencia de una gama aromdtica de
“pasteleria” en este mismo vino mientras que ninguno la detectd en el vino testigo.
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FIGURAS 9A Y 9B. Chardonnay - resultado del andlisis sensorial descriptivo realizado por un jurado de consumidores no
profesionales

5.2 COMPARACION CON OTROS INOCULOS NO CONVENCIONALES DISPONIBLES.

En este ejemplo se utilizaron tres inéculos (NSC1, NSC2, NSC3) que declaraban la presencia de levaduras no-
Saccharomyces; se aplicé la inoculacién clasica siguiendo las recomendaciones de hidratacién y utilizacién de
los diferentes productores y se comparé con la inoculacién secuencial de las levaduras Torulaspora/Saccharomy-
ces producidas por nosotros (NSCTD?2). La figura 10 presenta la viabilidad obtenida con los diferentes inéculos
seglin el método descrito anteriormente. El predominio de las levaduras no-Saccharomyces obtenido para iniciar
la fermentacion alcohdlica estd 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 andlisis aromaticas (Centro de aromas, Dictuc, Chile) medi-
ante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. (GC-MS). Se utilizé como estandar interno el
4-nonanol. Inmediatamente después de la conclusién de las fermentaciones los vinos fueron enviados al labora-
torio para efectuar el analisis de los aromas, sin que hubiese ninglin 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 inoculacién en el mosto. Se puede por tanto asumir un
efecto aromdtico 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 inoculacién de sélo nuestra levadura Torulaspora al inicio de la fermentacion,
se observa mas de un 90% de implantacion. Esta fuerte implantacion es posible gracias a la buena viabilidad del
in6culo NSCTD2: 4,14 x 1014,
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FIGURA 10. Viabilidad, en funcién del in6culo, 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 13. Contenido de lactonas.
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Los analisis muestran, para todas las familias de compuestos aromdticos, unas concentraciones finales en los vi-
nos significativamente superiores cuando la fermentacion se realiza segtn el protocolo de inoculacién secuencial
de Torulaspora y Saccharomyces.

6. Conclusion

Nuestras investigaciones han conducido a la puesta a punto de una pareja de levaduras complementarias, Le-
vel2® TD, que se utiliza en inoculacién secuencial. Se trata de una levadura no-Saccharomyces de la especie
Torulaspora delbrueckii 291, combinada con una cepa especifica de Saccharomyces cerevisiae. Gracias a las
numerosas mejoras a nivel del proceso de produccion, esta levadura seleccionada por Lallemand es inoculada
en el mosto con una nivel de supervivencia de 1010 ufc/mL. A continuacién, durante la fermentacién alcohélica
y tras una caida de densidad de 15 puntos, se inocula una levadura Saccharomyces cerevisiae especifica por su
complementariedad con la levadura Torulaspora, siguiendo el protocolo de rehidratacién de las LSA.

Estos 5 afos de investigacion a nivel de laboratorio, y de desarrollo en condiciones de bodega, han confirmado
el interés para el endlogo de esta aplicacién.

Esta aplicacién en inoculacién secuencial permite efectuar fermentaciones alcohélicas seguras garantizando el
consumo total de los azlcares. Pero el efecto mas evidente de la sinergia de estos dos in6culos sigue siendo la
complejidad y la intensidad aromatica. Es esta alternancia de poblaciones de levaduras no-Saccharomyces y
a continuacién de levaduras del género Saccharomyces, como se ha observado en numerosos estudios sobre
ecologia 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 produccién de levaduras permiten la utilizacién hoy en dia
de un inéculo no-Saccharomyces en el mosto, con un nivel de supervivencia durante toda la primera fase de la
fermentacion superior al normalmente

obtenido con los inéculos Saccharomyces. De esta forma, mediante su utilizacién secuencial con una levadura
Saccharomyces complementaria, el enélogo puede hoy reproducir, de forma segura y eficaz, la sucesién natural
de predominio de poblaciones de levaduras.
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