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RESUMEN

La variedad de uva utilizada en nuestra investigacion fue
el tempranillo, muy implantado en Espafia y la principal
variedad de las Denominaciones de Origen mas presti-
giosas, entre las que destacan Rioja y Ribera del Dueroy
lo es también en Bodega Abadia Retuerta, ubicada en
Sarddn de Duero.

Se analizaron los microorganismos existentes en las
cubas de uva recolectadas, el primer y ultimo dia de ven-
dimia, durante todos los procesos de vinificacién, en tres
afiadas, 2004, 2005 y 2006. Hubo una gran variabilidad
de levaduras el primer dia de vendimia, cepas de Saccha-
romyces cerevisiae y no-Saccharomyces. No se encontra-
ron levaduras distintas de Saccharomyces cerevisiae, en
la ultima cuba de la vendimia, debido a una seleccién
natural espontanea en la bodega, a medida que avanza-
ban las fermentaciones. Las poblaciones de levaduras
Saccharomyces cerevisiae encontradas el ultimo dia de
vendimias fueron muy elevadas, por lo que parece dificil
implantar otro tipo de microrganismos para iniciar la fer-
mentacién.

La fermentacidn alcohdlica tardd unos dias en iniciarse
en la primera cuba. En la ultima, con una poblacién ele-
vada de Saccharomyces cerevisiae, se iniciéd casi de
inmediato. La duracién de la fermentacién fue mas
larga para las primeras cubas llenadas y la acidez volatil
fue algo mayor.

Hubo poblaciones de bacterias acéticas en el encubado,
pero no durante la fermentacién alcohdlica (FA) y fer-
mentaciones malolactica (FML), debido a la falta de oxi-
geno. Se encontraron varias cepas de bacterias lacticas
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en diferentes etapas de la vinificaciéon, pero nunca
Oenococus oeni; sin embargo, es esta bacteria la que
logra la FML.

PALABRAS CLAVES
Vino tinto, tempranillo, levaduras, bacterias, evolucién
vendimia, vinificacion.

ABSTRACT

The grape variety used in our research was tempranillo,
widely established in Spain and the main variety of the
most prestigious Denominations of Origin in Spain, among
which Rioja and Ribera del Duero stand out. Tempranillo
is also the grape variety used in Abadia Retuerta Winery,
located in Sardén de Duero.

The microorganisms existing in the collected grape vats
were analysed, on the first and last day of harvest, during
all the vinification processes, in three vintages, 2004, 2005
and 2006. There was a great variability of yeasts on the
first day of harvest, strains Saccharomyces cerevisiae and
non-Saccharomyces. No yeasts other than Saccharomyces
cerevisiae were found in the last vat of the vintage, due to
a spontaneous natural selection in the winery, as the fer-
mentations progressed. The Saccharomyces cerevisiae
yeast populations found were very high, so it seems diffi-
cult to implant other types of microorganisms to initiate
fermentation.

Alcoholic fermentation took a few days to start in the first
vat. In the last, with a high population of Saccharomyces
cerevisiae, it started almost immediately. The duration of
fermentation was longer for the first filled vats and the



volatile acidity was somewhat higher. There were popula-
tions of acetic bacteria in analysis of the tank filling, but
not during alcoholic fermentations and malolactic fermen-
tations, due to the lack of oxygen. Several strains of lactic
acid bacteria were found at different stages of winema-
king, but never Oenococus oeni; however, it is this bacte-
rium that achieves MLF.

KEYWORDS
Red wine, tempranillo, yeasts, bacteria, harvest evolu-
tion, winemaking.

INTRODUCCION

El vino tinto es una bebida elaborada a partir de mosto
de uva que se somete a fermentaciones alcohdlica y
maloldctica. La fermentacion alcohdlica (FA) es realizada
por levaduras. Tradicionalmente las fermentaciones de
los mostos se realizaban de forma espontanea hasta que
en los afios 80 se empezaron a comercializar starter de
levaduras denominadas LSA (levaduras secas activas),
todas ellas del genero Saccharomyces cerevisiae (SC) que
se inoculaban en los mostos. Los compuestos aromaticos
positivos de estas levaduras son bien conocidos (Ber-
trand, 1981) y también los considerados negativos (Cha-
tonnet el al. 1993), (Anocibar Beloquiet al. 1996). Estas
cualidades de las diferentes de cepas, hace que actual-
mente existan numerosas marcas de LSA, en funcién de
lo que se desee obtener.

En los ultimos afios se han aislado y estudiados levaduras
no-Saccharomyces, lo que antiguamente se denomina-
ban levaduras de primera fase, de un poder alcohdlico
sensiblemente inferior a SC, Vigentini el al., 2017, Padilla
et al., 2017. Estos estudios realizados sobre uvas recogi-
das en la vifa de forma estéril y fermentadas en labora-
torio o en pequeios volumenes, mostraron que las prin-
cipales especies de levaduras encontradas fueron Hanse-
niaspora, Candida y Metschnikowia.

La fermentacién malolactica (FML) es una fermentacién
que ocurre habitualmente después de la FA y es condu-
cida por bacterias del acido lactico (BAL), comunmente
Oenococcus oeni, aunque otras BAL como Lactobacillus
plantarum tienen el potencial de transformar el acido
malico en acido lactico (Bravo-Ferrada et al., 2013;
Sumby et al., 2014).

Tanto las levaduras como las BAL, juegan un papel fun-
damental en la calidad del vino y las preferencias de los
consumidores. Elaroma puede provenir de la variedad
de uva (aromas varietales), fermentaciones alcohdlica y
malolactica (aromas fermentativos)y del proceso de
crianza (aromas de crianza) (Belda et al., 2017; Polaskova
et al., 2008).
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Hoy en dia, endlogos y viticultores saben que las pobla-
ciones microbianas asociadas a la fermentacién del
vino se encuentran en los suelos de los vifiedos y en los
hollejos de la vid y de la uva y juegan un papel clave en
la calidad del vino, convirtiéndose asi en un tema de
investigacidn a nivel mundial (Taylor et al., 2014; Morri-
son Whittle et al., 2015; Liu et al., 2015). Este ecosiste-
ma microbiano, (Saccharomyces, no-Saccharomyces y
BAL) que se encuentran en la vid y las uvas, por lo
tanto, estan influenciadas por las variedades de uva, la
ubicacion geografica, el clima y las practicas agricolas,
estableciendo colectivamente el concepto de terruiio.
(Bokulich et al., 2014; Gilbert et al., 2014; Bokulichet
al., 2016)

Muchos productores utilizan LSA de Saccharomyces
cerevisiae como iniciadores de la FA. Sin embargo, hay
estudios que muestran que la FA se desarrolla de forma
espontanea, gracias a una sucesion de especies de leva-
duras presentes de forma natural, que luego se seleccio-
nan segun factores organicos y parametros tecnolégicos
(Capozziet al., 2015).

Hoy en dia, muchos productores muestran un gran inte-
rés en preservar las cepas de levadura autdctonas (Sac-
charomyces y no-Saccharomyces), realizando las FA de
forma espontdnea, sin adicion de ninguna levadura
comercial para obtener una tipicidad propia en los vinos
elaborados a partir de diversas variedades de uva dentro
de un determinado el terrufio Gilbert et al., 2014; Boku-
lich, et al., 2016).

Empiezan a comercializarse levaduras no-Saccharomy-
ces utilizar para realizar vinificaciénes de forma secuen-
cial, junto con Saccharomyces cerevisiae para mejorar la
complejidad del vino (Belda, I. et al.,, 2016; Renault,
P.A.G. et al., 2015; Gonzalez-Arenzana et al., 2017).

La mayoria de estos estudios se realizan a partir de fer-
mentaciones en laboratorio, o en pequefios volumenes
en bodegas. El objetivo de nuestro estudio fue monitore-
ar la evolucién de real de diferentes microorganismos,
levaduras y bacterias durante el proceso de vinificacion
en una bodega a lo largo de la vendimia. Para ello se
tomaron muestras de la primera cuba llenada el primer
dia y de la ultima llenada tras varios dias de vendimia.
Los muestreos se realizaron en el encubado, fin FA y fin
FML. Las fermentaciones se desarrollaron de forma
espontanea.

Este experimento se realizd durante tres afadas conse-
cutivas (2004, 2005 y 2006).

En esta investigacion, se aislaron e identificaron los
microrganismos encontrados, levaduras Saccharomyces,
no-Saccharomyces y asi como bacterias del acido lactico
(BAL) y bacterias del 4cido acético (BAA).
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MATERIAL Y METODOS

Vinificacion

Las uvas de la variedad tempranillo proceden de la bode-
ga Abadia Retuerta en Sarddén de Duero (que auna tradi-
cién y modernidad y estd reconocida como una de las
bodegas de calidad de Espaiia), esta ubicada en el cora-
z6n del valle del Duero, en la llamada Milla de Oro (41°
37'0,84" N, 4° 24’ 38,59” W) a 780 m de altitud. Se reco-
gieron muestras de mosto de encubado y vino en tres
afiadas consecutivas: 2004, 2005 y 2006 el primer y el
ultimo dia de la vendimia.

Las uvas recolectadas que llegaban en cajas, se clasifica-
ban en la mesa de seleccidon antes de despalillarlas y
estrujarlas. Después de la adiciéon de 5 g de SO, por 100
kg de uva, con una solucién de bisulfito de potasio al
15%, se llen6 una cuba de 17.000 litros de capacidad con
14.000 kg de uva. El mismo protocolo se aplicé el primer
y ultimo dia de cosecha de las tres afiadas.

En cada uno de estos tres afios se corrigié la acidez de los
mostos afladiendo 1,2 g de acido tartarico por kg de uva.
En este caso no se realizd ninguna adiciéon de microorga-
nismos exdgenos. La fermentacion alcohdlica se inicié de
forma espontanea. Los remontados se realizaron dos
veces al dia durante los primeros 3 dias, luego una vez al
dia hasta el final de la fermentacién alcohdlica. La fer-
mentacién/maceracion se prolongé durante 12 dias a
una temperatura de 26°C aproximadamente.

El vino de gota resultante se sangré a una cuba de 5.600
litros. La fermentacién malolactica fue totalmente
espontanea y tuvo lugar a 22 2C. Una vez finalizadas las
fermentaciones, el vino se trasiega y se le adicionan 30
mg/L de anhidrido sulfuroso.

Andlisis quimicos cldsicos

Se midieron los parametros habituales en mosto y vino.
La cantidad de azucares se determind por densidad con
correccion de temperatura. El grado alcohdlico se midio
por destilacion. La acidez volatil (expresada en g/L de
acido acético) se analizaron con métodos estandar (Gar-
cia BJ, 1976).

Toma de muestras

El procedimiento de muestreo fue el siguiente:

1) Mosto de un depdsito lleno de 17.000 litros, después
de la adicion de anhidrido sulfuroso y acido tartarico y
antes del inicio de la fermentacion alcohdélica (FA).

2) Vino del tanque mencionado al tras la FA y antes de
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la fermentacion malolactica (FML).

3) Vino después de la FML.

Las muestras se llevaron al laboratorio y se procesaron
inmediatamente. Se tomaron muestras similares el pri-
mer y el Ultimo dia de cosecha en tres afladas consecu-
tivas (2004, 2005 y 2006).

Aislamiento microbiano

Se aislaron levaduras de 100 pL de cada muestra y se ino-
cularon en placas de agar YPD (extracto de levadura, 10
g/L; peptona, 20 g/L; dextrosa, 20 g/L; Agar, 15 g/L) suple-
mentadas con 50 pg/mL de cloranfenicol e incubados a
28 oC durante 3 dias (Gayevskiy V et al., 2012). Las bacte-
rias del acido lactico (BAL) se aislaron colocando 200 pL
de cada muestra en agar MRS (Darmstadt, Alemania)
suplementado con 100 pg/mL de pimaricina y se incuba-
ron a 28 2C durante5 dias en condiciones aerdbicas o ana-
erdbicas (Nisiotou AA et al., 2015). Se aislaron bacterias
de acido acético (BAA) demuestras de 200 pL inoculadas
en agar YPD suplementado con 100 pg/mL de pimaricina
y 100 pg/mL de penicilina y se incubaron a 28 oC durante
cinco dias (Valera, M. et al., 2015; Du Toit et al., 2002).
Todas las muestras se diluyeron si fue necesario.

Conteo de microorganismos

Se contaron las colonias cultivadas en las placas especifi-
cas para el crecimiento de cada microorganismo. En el
caso de las bacterias, se utilizo el tinte GRAM (Gram, C.
1884) para comprobar si eran bacterias lacticas o acéti-
cas.

Identificacion microbiana

Se identificaron especies de Saccharomyces y no-Saccha-
romyces (White et al., 1990).

Las células de levadura se identificaron a nivel de géne-
ro o especie mediante la amplificacion de la region de
ADNr 5.8S-ITSutilizando los cebadores ITS1 (5™-TCCG-
TAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS4 (5- TCCTCCGCTTATT-
GATATGC-37).

Los productos de PCR se analizaron mediante electrofo-
resis en gel de agarosa y se purificaron utilizando un kit
de purificacion de PCR” Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System” (Promega, Alemania) siguiendo las instruc-
ciones del fabricante. La secuenciacion del gen ITS se
llevd a cabo con un kit de secuenciacién de ciclos ABI
PRISM Big Dye Terminator v3.1 en un analizador genéti-
co ABIPRISM modelo 3130 (Applied Biosystems, Foster,
CA, EE UU). La comparacion de secuencias se realizé uti-



DELLA TOFFOLA
W JGROUP

NUNCA PARAMOS
DE INNOVAR

A dia de hoy seguimos escribiendo
el futuro de la enologia. Nuestro
sistema de prensado con Software de
Inteligencia Artificial para la entraday
salida de producto estd estableciendo
nuevos estandares. Los Sistemas de
[lenado isobarico electroneumatico y
la nueva generacion de etiquetadoras
hacen el resto. La Innovacién continua.

DELLA TOFFOLA Titalia Priunn omb 8 s~oAuserT @ GIMAR

DELLA TOFFOLA IBERICA S.A.U

¢/ La Losa, s/n Pol. Ind. Lentiscares - 6370 NAVARRETE - LA Rioja (Espafia-Spain)
Phone +34 941 440 420 - Fax +34 941 440 571 - dti@dellatoffola.es - www.dellatoffola.es




INVESTIGACION Y CIENCIA 2021 / REVISTA ENOLOGOS 133 (62-73)

Identificacion de levaduras y bacterias, aisladas en la elaboracion de vinos tintos, de Abadia Retuerta en la region del Duero espariol

2004 2005 2006
Integral Térmica Winkler & Amerine 1.446 1.594 1.657
Lluvia (mm) 1-05 a 30-09 121 54 120
Inicio de vendimia 27-sep 13-sep 08-sep
Fin de vendimia 11-oct 05-oct 05-oct

Tabla 1. Datos climaticos y de vendimia de las diferentes afiadas.
BAA, log BAL, log

2004 Levaduras, log cfu/ml cfu/ml cfu/ml
Mosto de la primera cuba llenada 4 2 2
Mosto de la primera cuba llenada antes FML 4 nd 2
Mosto de la primera cuba llenada después FML nd nd 5
Mosto de la Gltima cuba llenada 2 2
Mosto de la Gltima cuba llenada antes FML nd nd
Mosto de la ultima cuba llenada después FML nd nd 7

Tabla 2. Conteo de microorganismos encontrados en la afiada 2004.

lizando el programa de herramienta de busqueda de ali-
neacion local basica (BLAST), que es una marca registra-
da de la Biblioteca Nacional de Medicina de NCBI de
Estados Unidos

BAL y BAA se identificaron mediante amplificacién por
PCR de la region espaciadora transcrita intergénica de
rDNA16S-23S utilizando los cebadores hibridados con
regiones conservadas de genes rDNA 16S y 23S. Los
cebadores de ITS-PCR son: L1 (5'-CAAGGCATCCACCGT-3
) y G1 (5'-3GAAGTCGTAACAAGG-3'). Los productos de
PCR se analizaron y secuenciaron como se mencioné
anteriormente.

Resultados

De acuerdo a la integral térmica de Winkler & Amerine
(Winkler, AJ et al. 1974) (tabla 1), la cosecha 2006 fue la
mas calida, seguida de 2005 y 2004. Las fechas de vendi-
mia ocurrieron antes en las cosechas mas cdlidas. La
cosecha de 2005 fue la mas seca, mientras que 2004 y
2006 registraron lluvias considerables.

Los resultados obtenidos de la cosecha 2004 se mues-
tran en la tabla 2. El primer dia de vendimia solo se
detectaron en la cuba dos especies de levadura, Sac-
charomyces cerevisiae y Metschnikowia pulcherrima.
Algunas cepas de M. pulcherrima son capaces de pro-
ducir vinos de bajo contenido alcohdlico cuando se coi-
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noculan o se inoculan secuencialmente con S. cerevi-
siae (Contreras A et al. 2014). Ademds, M. pulcherrima
se ha demostrado que mejora los atributos sensoriales
positivos en varios vinos (Parapouli, M et al.2014; Beni-
to, S. et al. 2015).

En cambio, los resultados que obtuvimos de las muestras
del dltimo dia de cosecha solo mostraron Saccharomyces
cerevisiae. La cantidad totalde levaduras en el mosto fue
de aproximadamente 4 Log ufc/ml. La poblacion de la
cuba llenada el dltimo deldltimo dia de cosecha llegé a 5
Log ufc/ml.

Tras la FA y justo antes de FML, Saccharomyces cerevi-
siae fue detectada en unas concentraciones de 4 log
ufc/ml. No se detectaron levaduras tras la FML del vino.
La alta frecuencia de Saccharomyces cerevisiae al ini-
cio de la FA y la baja diversidad encontrada en la cose-
cha 2004, puede deberse a la presencia de uvas daia-
das, como se observd en varios vifiedos del norte de
Apulia (Italia). (Nisiotou AA et al. 2007; Barata A et al.
2012; Oro L. et al.2014), aunque en nuestro caso es
posible que se encontrasen en las mesas de seleccion
de la bodega.

En términos de poblacién de bacterias, la mayoria de los
estudios se han centrado en las bacterias cultivables que
causan un impacto econémico negativo en el rendimien-
to de la uva y comprometen la produccién de vino.
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Dichos estudios se centraron en patégenos causantes de
enfermedades y bacterias de interés enoldgico. Estas
Ultimas se agruparon en tres tipos (Barata A et al. 2012):
Bacterias facilmente controlables que no tienen un gran
efecto en la calidad del vino si se siguen las buenas prac-
ticas enoldgicas; bacterias fermentadoras que transfor-
man el acido malico en 4acido lactico; y bacterias que
afectan seriamente la calidad del vino.

Nuestros estudios se han centrado en las bacterias del
acido acético (BAA) y las bacterias del 4cido lactico (BAL).
En la primera cuba llenada, dentro del grupo de BAA, se
identificaron siete especies dentro del género Aceto-
bacter: A.liquefaciens, A. tropicalis, A. malorum, A. pas-
terianus, A. aceti, A. cerinus, A. cerevisiaea; tres espe-
cies pertenecian al género Gluconobacter: G. oxydans,
G. cerinusy G. diazotrophicus. La poblacién total de BAA
fue de alrededor de 2 log ufc/ml. donde A. Tropicalis
Predomind el primer dia de cosecha. No se detectaron
BAA ni antes de la FML ni después de la FML, debido a
las condiciones de anaerobiosis de estos procesos. Las
poblaciones encontradas el Ultimo dia de cosecha fue-
ron similares.

Las bacterias LAB son muy importantes en la elaboraciéon
del vino, ya que transforman el acido malico en acido lac-
tico durante la FML. En la primera cuba llenada se aisla-
roncinco especies de LAB pertenecientes a tres géneros
en diferentes: Lactobacillus yamanashiensis ss. mali, L.
brevis, L.plantarum, Leuconostoc mesenteroides, y Oeno-
coccusoeni. Predominaron Lactobacillus yamanashiensis
ss. maliy L. plantarumy Leuconostoc mesenteroides. Las
poblaciones rondaron una concentraciéon de 2 log
ufc/ml. Ningun Lactobacillus ni Leuconostoc mesenteroi-
des se aislaron antes de la FML. Oenococcus oeni sélo se
detectaron después de la FML. La FML Se obtuvieron
resultados similares el ultimo dia de cosecha.

En la afiada 2005 en la cuba llenada el primer dia de
cosechase aislaron once especies de levaduras, perte-
necientes a ocho géneros. Hanseniaspora uvarum,
Torulaspora delbrueckii, Pichiaholstii, Cryptococcus
bestiolae, C. bacillisporus, C. adeliensis, Rhodotoru
lanothofagi, R. slooffiae, Metschnikowia pulcherrima,
Aureobasidium pullulans, y Saccharomyces cerevisiae.
Sin embargo, todas estas especies predominantes en la
primera cuba fueron sustituidas al final de la FA por S.
cerevisae. Algunas cepas de T. delbrueckii se han utili-
zado en la inoculacidn secuencial con S. cerevisiae para
obtener vinos con acidez volatil reducida y bajo conte-
nido en acido acético (Puertas B. et al.2017; Renault, P
et al.2015;). También algunas cepas de T. delbrueckii
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son productores de etanol bajo y son capaces de sobre-
vivir a concentraciones altas de etanol (Bely,M. et
al.2018), también pueden producir vinos con un conte-
nido de alcohol mas bajo. Hanseniaspora uvarum tam-
bién se ha utilizado en coinoculacidn secuencial con S.
cerevisiage ya que es importante en el desarrollo de
compuestos volatiles en el vino y puede ser de interés
enoldgico (Ciani, M. et al. 2016; Tristezza M. et al.
2016; Mingorance-Cazorla L et al. 2003).No se detecta-
ron levaduras cultivables después de FML. Las concen-
traciones encontradas durante los procesos se mues-
tran en la tabla 3.

S. Cerevisiae fue la Unica levadura detectada en el dltimo
dia de fermentaciones, en contraste con el primer dia de
la vendimia cuando hubo una gran diversidad.

Los BAA aislados en la cosecha 2005 estuvieron presen-
tes en cantidades bajas el primer dia de cosecha a una
tasa de 2 Log ufc/mL. Se aislaron cuatro especies princi-
pales: Gluconobacter cerinus, Gluconobacter oxydans,
Acetobacter liquefaciens y Acetobacter pasteurianus. Al
igual que en 2004, no se encontraron después de la FA.

Se encontraron cuatro especies de BAL en el primer dia
de cosecha 2005: Leuconostoc mesenteroides, Lacto-
bacillus pentosus, Lactobacillus plantarum y Lactobaci-
llus brevisa una tasa de 3 Logufc/mL manual. Cabe
sefialar que nuevamente, O. oeni se detectd, solo al
final de FML.

Podemos concluir que hubo una alta diversidad de leva-
duras en la cosecha 2005. Sin embargo, solo S. cerevi-
siage se detecté en el ultimo tanque, al igual que en
2004. La diversidad de BAA y BAL fue menor en compa-
racion con 2004.

En la primera cuba llenada de 2006, se aislaron nueve
especies de levaduras pertenecientes a seis géneros:
Pichiaanomala, P. membrana efaciens, Torulospora del-
brueckii, Hanseniaspora uvarum, H. osmophila, S. cere-
visiae, Candida oleophila, Kluyveromyces thermotole-
rans. Al final de la FA, S. cerevisiae fue la Unica especie
de levadura detectada que se elevé hasta 6 Log ufc/ml.
Cabe destacar que en la afiada 2006 S. cerevisiae estuvo
presente en el vino después de la FML, con recuentos de
aproximadamente 4 log ufc/ml. Restos de azucares
reductores tras la FA, pueden haber permanecido al
final del FML alimentando a estas levaduras. La afiada
2006 fue la mas calida de las tres en estudio y el grado
alcohdlico fue superior en 2006 que en las otras dos
afladas, 2004 y 2005. Nuevamente solo S. cerevisiae se
detectd en la ultima cuba llenada.

En la cosecha de 2006 Tabla 4, se aislaron BAA en mayor
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BAA, log BAL, log
2005 Levaduras, log cfu/ml cfu/ml cfu/ml
Mosto de la primera cuba llenada 4 2 2
Mosto de la primera cuba llenada antes FML 5 nd nd
Mosto de la primera cuba llenada después FML nd nd 4
Mosto de la Gltima cuba llenada 6 3 2
Mosto de la ultima cuba llenada antes FML 6 nd nd
Mosto de la ultima cuba llenada después FML nd nd 5
Tabla 3. Conteo de microorganismos encontrados en la afiada 2005.

BAA, log BAL, log
2006 Levaduras, log cfu/ml cfu/ml cfu/ml
Mosto de la primera cuba llenada - 2 nd
Mosto de la primera cuba llenada antes FML 6 nd nd
Mosto de la primera cuba llenada después FML -+ nd 5
Mosto de la Gltima cuba llenada 6 3 nd
Mosto de la ultima cuba llenada antes FML 5 nd nd
Mosto de la Gltima cuba llenada después FML 4 nd 6

Tabla 4. Conteo de microorganismos encontrados en la afiada 2006.

nimero que en 2005. Nueve especies de pertenecientes  baliensis y Swaminathania, S. salitolerans. No se detec-
a tres géneros fueron encontradas: Acetobacter: A. taron BAA después de FA en ninguna muestra.

aceti, A. xylinum, A. pasterianus; Gluconobacter: G.oxy- Curiosamente, las BAL solo se aislaron en una muestra de
dans, G. frauterii, G. cerinus, G. albidus; Kozakia, K. mosto tomada el Ultimo dia de cosecha y en pequefias

Industrial de Castejon, parcelas 31-32, 31590 Castején (Navarra) » Tel.: 948 770 3
(. info@ekin-sa.com ¢ www.ekin-sa.com

\\

Venta de equipos nuevos, de ,
oportunidad y de alquiler. .

EMPRESA DEDICADA A INNOVAR SISTEMAS y SOLUCIONES
PARA ASEGURAR LA HIGIENE Y LIMPIEZA EN BODEGAS.

FABRICAMOS Y COMERCIALIZAMOS SISTEMAS PARA LA
HIGIENIZACION DE BARRICAS, GENERADORES DE VAPOR Y
DE 0ZONO, EQUIPOS DE ALTA PRESION, BOMBAS DE
TRASIEGO FRANCESCA Y BOMBAS DE RODETES FLEXIBLES.

INSTALACIONES DE ALTA PRESION Y TODO TIPO DE
SISTEMAS Y MEDIOS DE LIMPIEZA A MEDIDA.

REVISTA ENOLOGOS / 69



INVESTIGACION Y CIENCIA 2021 / REVISTA ENOLOGOS 133 (62-73)

Identificacion de levaduras y bacterias, aisladas en la elaboracion de vinos tintos, de Abadia Retuerta en la region del Duero espaiiol

1479
1,09 E :! A —B— 2004 Primera cuba —
\\ \ \;\ —aA— 2005 Primera cuba
- 1,07 —6— 2006 Primera cuba [
_-_-'f \\\ \t\ —&— 2004 Ultima cuba
2 1,05 —a— 2005 Ultima cuba
= \ —e— 2006 Ultima cuba
. \.\\\. \ \n\
s M
0,99 T T T T T T T T T T T T T T T T

11 12 13 14 15 16 17

Figura 1. Cinética de las fermentaciones.

cantidades, 3 log ufc/mL, principalmente Lactobacillus
sakei, que no es muy comun aislarlo en mosto o vino. Este
microorganismo puede influir positivamente en el aroma
del vino (Mtshali PS et al. 2010). Como en afios anterio-
res, Oenococcus oeni se aislo solo al final de la FML.
Cinética de fermentacion (figura 1). La fermentacién en
la primera cuba tardd algunos dias en comenzar. El
mismo resultado se obtuvo en las tres afiadas en estu-
dio. La fermentacion de las ultimas cubas, en todos los
casos comenzd practicamente al dia siguiente.

En las tres afiadas, la fermentacién se completd después
de 8 a 10 dias. Sin embargo, la primera cuba llenada mos-
tré un comportamiento variable. En 2004, la fermenta-
cién se produjo rapidamente, pero en 2006 tomo 17 dias,
presentando el riesgo de que la fermentacidn no termine
y quede con restos de azucares. Los andlisis quimicos
mostraron que en las cubas que contenian el primer vino
fermentado, la acidez volatil era consistentemente mas
alta comparada con la del primer dia (tabla 5)

CONCLUSION

La presencia de microorganismos el primer dia y el Ulti-
mo dia de vendimia en tres afiadas, 2004, 2005 y 2006.
Esta experiencia se desarroll6 a escala real.

Hubo una gran variabilidad de levaduras (Cerevisiae y
no-Cerevisiae) el primer dia de cosecha, pero después de
una seleccidn natural solo S. Cerevisiae estuvo presente
el ultimo dia. Si se produce una fermentacién esponta-
nea, las caracteristicas de los vinos en la primera y en la
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ultima cuba de fermentacidn seran diferentes. Las técni-
cas modernas de coinoculacién con levaduras no-Sacha-
romyces tiene mas opciones de éxito en los primeros
dias de vendimia, ya que al final las poblaciones de
Sacharomyces son elevadas vy dificultarian su implanta-
cién. La fermentacion alcohdlica tardé unos dias en ini-
ciarse en la primera uva recolectada. En el ultimo, con
una alta poblacién de S. Cerevisiae, comenzd casi de
inmediato. La fermentacion tomdé mds tiempo en las pri-
meras cubas llenas y la acidez volatil fue mayor.

Hubo poblaciones de BAA en el momento de llenar las
cubas, pero no durante la FA y la FML por falta de oxi-
geno. Se encontraron varias cepas de BAL en diferentes
etapas de vinificacion. A pesar de que Oenococus oeni
nunca fue detectada durante el encubado y al final de
la FA, es esta cepa la que desencadena la FML. Las bac-
terias lacticas no se multiplicaron durante la FA. Si esto
hubiera sucedido, el vino habria corrido el riesgo de
desviaciones, como ocurre a veces en vinos con un pH
elevado. La variabilidad de especies de una afiada a
otra implica que estos estudios continlden, ya que los
resultados pueden ser diferentes, mas adn con el cam-
bio climatico.
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