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Introduccion

I.- GENERALIDADES

La historia del vino es inseparable de la historia del hombre. Se han encontrado
hasta 40 variedades de la vid anteriores a la aparicién del "homo" incluso en paralelos en
los que hoy resulta dificil, dada su climatologia, pensar en su existencia.

El conocimiento de esta planta y el consumo de su zumo fermentado
probablemente tenga su origen en los paises riberefios del Mar Negro y de Caucaso. Se
sabe que ya era cultivada en la edad de bronce (3000-1500 afios a.C.), en Egipto y las islas
del mar Egeo, y a partir de la edad del hierro (1500 a 1000 afios a.C.) en Italia y otras
regiones europeas (Hugh, 1986).

Es un elemento que aparece inmerso en casi todas las culturas, asi, el Génesis habla
de su utilizaciéon y Moisés, posteriormente, sefiala normas de cultivo y recoleccion. La
cultura egipcia lo atribuia a Osiris y los griegos a Dionisio; ademas, se han encontrado
poemas indios que hablan de él, y en China, se conservan normas escritas para su
elaboracién unos 2000 afios antes de nuestra era. (Andrieu y col., 1987).

Durante la dominacién griega (1000 afios a.C.), se expandi6 su utilizacidn, y se
puede decir que llegd por primera vez a paises como Francia e Italia. (Johnson, 1977).

Los romanos, ya obtuvieron a partir de sus vinos, famosos caldos (Palermo,
Faustino, etc.) que, a manera de los orientales, le solian mezclar sustancias diversas: brea,
miel, mirra, etc.; llevaron a cavo la plantacién de vifiedos de cierta envergadura; se les

atribuye la primera clasificacion de las variedades de uva, concretamente Plinio en el siglo
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Introduccion

I, describe con bastante exactitud 91 variedades de uva y 50 clases de vinos y ademaés
parece ser que realizaban el envejecimiento del vino.

Posteriormente, el Cristianismo favoreci6 la difusion del cultivo de la vid, no s6lo
por su necesidad para la celebracion de la misa, sino también o como consecuencia de ser
duefios de los vifiedos mds importantes de Europa. Sin embargo tras la caida del imperio
romano, la viticultura, sufre un gradual retroceso, y durante la Edad Media, son los
monasterios los encargados del cultivo de la vid y la elaboracién del vino. Fue Carlomagno
el que impulsd la viticultura en el valle del Rhin y en Francia, donde desde muy antiguo ha
sido una actividad muy floreciente. En el siglo XVIII debemos destacar a un monje
Benedictino, don Perignon, en la abadia de Haut Villers, de la regiéon de la Champafia
francesa, que descubre el Champagne.

Aproximadamente hacia 1870, algunas especies americanas fueron plantadas en los
jardines botanicos de Francia e Inglaterra, y accidentalmente, introdujeron la filoxera en
Europa. Enfermedad producida por un éfido, cuya picadura, provoca una hipertrofia de los
tejidos de las raicillas deformdndose y pudriéndose, lo que determina la muerte de la cepa.
Estos estragos, obligaron a importar cepas californianas resistentes (Vitis rupestris) a las
que se les injerta la antigua Vitis vinifera.

Hoy dia, la vid se ha extendido por las zonas templadas de toda la tierra, y si bien
las zonas vinicolas mds antiguas e importantes estdn en los paises mediterrdneos y en
Alemania, Austria, Hungria y Portugal, son también grandes productores paises tales como
USA, URSS, Argentina, Chile y Turquia (Gonzélez, 1973).

En Espaia, el cultivo de la vid era conocido hacia el siglo VII antes de J.C. por los
Tartesos.

Durante la dominacidon romana, los vinos de las comarcas Bética y Tarraconense
eran objeto de una activa exportacion (hasta 20 millones de dnforas con destino a la Italia
Imperial), se cre6 el cargo de procurador encargado de extender el cultivo de la vid y los
temas vitivinicolas merecieron el interés de diversos autores. Asi Columela, en el siglo I,
en su tratado agricola "De Re Rustica", instruye sobre la plantacion de la vid y su cultivo,
forma de preparar la vendimia, vinificacién, correccion de mostos y otras técnicas de
bodega y habla de las cepas aclimatadas en Asta Regia (zona préxima al actual Jerez).

San Isidoro (Siglo IV) se refiere en sus etimologias a las variedades de uva que se

cultivaban en Andalucia citando al vino como bebida usual de los visigodos.
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Resulta muy significativo el periodo histérico de la dominacién drabe, en el cual el
consumo de vino queda prohibido por la religién isldmica; pero se mantuvo el cultivo de la
vid, dedicando una gran parte para "uva de boca", y el resto para la obtencién de alcohol
etilico (éste se empleaba en las campafias guerreras).

Pero la expansién del vifiedo, alcanza un gran desarrollo en la Reconquista gracias
a la labor de los monjes que en Abadias y Monasterios cultivaban las tierras y aplicando
las mejores técnicas de cultivo y elaboracién obtenian caldos afamados (vinos del
Priorato).

Cuando los colonizadores espaiioles llegaron a América, encontraron unos arbustos
parecidos a las vides europeas, pero que alli crecian salvajes y cuyo fruto era amargo.
Hernan Cortés, ordena a cada espafiol, plantar 10 cepas de " Vitis vinifera " por cada indio
que tuviera en su dominio y la adaptacion de aquellas vides a aquellas tierras dio origen al
tipo de cepa todavia conocida alli como "cepa criolla” (Johnson, 1977).

El siglo XIX hace su aparicién la filoxera que asola también las vifias espafiolas;
pero a partir de los injertos, empieza de nuevo el desarrollo de la industria del vino y es en

la segunda mitad de este siglo XX cuando se empieza a exigir calidades.

I.A.- Antecedentes Historicos De La Viticultura Alpujarrena

Laujar de Andarax estd entre Sierra Nevada y Sierra de Gador. En las
estribaciones de la Sierra Madre, a 921 m de altitud, en el fértil valle que forman las
legendarias Montafas del Sol y del Aire, al pie del Cerro del Almirez (2,591 m de
altura); a 69 Km. de Almeria, la capital; a 150 de Granada a cuyo reino perteneci6 hasta
el afio 1833, que se cred la provincia de Almeria, a 40 km. de Adra; el puerto de mar
mads cercano, por donde desembarcé Tubal, el primer poblador de Espafia y embarcé
Boabdil el dltimo Sultdn de Granada tras ochocientos afios de dominacion sarracena

(Bosque, 1984).

Al pié mismo de la Sierra de Gador, entorno a sus yacimientos mineros surge la
denominada Cultura de los Millares (2400-200 a.C.), y mas adelante entre el 1900 y el
1800 a.C. la Cultura del Argar en la zona costera del Bajo Almanzora en la provincia de

Almeria.

Mas importante en el mundo del vino sea quiza la presencia de colonias fenicias

en las proximidades, como son Abdera (Adra), Sex (Motril) y Sexi (Almuifiécar), ya que
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aunque hay autores que consideran la vid, espontdnea en Espafia, siendo conocida y
utilizada por los pueblos primitivos, su cultivo y elaboracién de los primeros vinos

llegaron a través de los fenicios y los griegos (Hidalgo, 1993).

Existe una clara presencia del paso de los romanos, tanto en la costa, como en el
interior, como asi lo demuestran los hallazgos del cortijo de Bordomarela en Torvizcén,
si bien no se tiene certeza si estos asentamientos se dedicaban a la agricultura a si s6lo

tenian una orientacion minera (Trillo, 1992).

No estd muy claro el punto de la Historia en que se introdujo la vid en la
comarca. La aparicién de un lagar romano en Molvizar indica la presencia del cultivo en
la Hispania Romana. Por otra parte, existen documentos en los que se hace referencia a
la vifia en el reparto del territorio durante la colonizacién castellana, tras la expulsion
definitiva de los moriscos, en el siglo XVI, lo que hace pensar que durante el paréntesis
histérico de la presencia musulmana en la comarca, la vid permanecié presente en la

zona (Herrera, 1984).

Tras la rebeliéon mudéjar de 1499-1500 y, para paliar la crisis demogréfica, la
Corona autoriza en 1508 la repoblacion de los lugares vacios de moriscos, concediendo
exenciones fiscales (Carrascosa, 1992), a pesar de lo cual muchas de las alquerias no
fueron repobladas hasta fechas muy tardias. Asi, en 1512 solo aparecen ocupadas
Jorairatar, Almegijar, Cojayar, Torvizcon, Albufiol, Détiar y Murtas (Malpica Cuello,

1988).

Mas ciertas son las referencias de su expansion, que comienza en el siglo XVIII,
hasta alcanzar un maximo a mediados del siglo XIX (coincidiendo con el nivel mas alto
de poblacién desde los moros) cuando se convierte en el principal cultivo en La
Contraviesa, orientado a la exportacion. Se combinaba la produccién de vino (zonas alta

y media de la sierra) con la de pasas, en la parte mds cdlida y soleada de la region.

El historiador de las Guerras de Granada, Luis del Marmol, en 1571, la describe
asi: “Esta Taa de Andarax es la mejor tierra de toda la Alpujarra, y asi lo significa el
nombre drabe, que quiere decir “la Era de la Vida”, porque es muy fértil de pan de toda
suerte, abundante yerba para los ganados, el cielo y el suelo muy saludable y templado,
y tiene muchas fuentes de agua fresca y muy delgada, con las cuales se riegan hermosas
arboledas por extreemo linda sy sabrosas, y especialmente la cria de la seda es mucha y

muy buena”.
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En el 1752, el sabio P. Pedro Murillo Velarde, S.J. en su célebre Geografia
Histoérica Universal, dice “Laujar es uno de los pueblos més principales, en los mapas lo
ponen con el nombre antiguo de Andarax que significa Era de la Vida, por lo delicioso y
alegre de aquel sitio, es muy abundante de frutas, de Trigo, Cebada, Maiz, Cafiamo,
Lino, Mijo, Centeno, Aceite, Seda, Vino, Higos, Almendras, Limones, Naranjas y otros
frutos; Legumbres y Hortalizas. Tiene bastante ganado de lana, de que se hacen buenos
pafios. Hay pescado regalado y caballos generosos. Coje parte de la Sierra Nevada y una
vega, llana, hermosa y abundante, que la fertiliza el riego, de la mucha y hermosa agua
que hay. Tiene un Rio mediano y muchas Fuentes, Arroyos y Acequias, muchas

arboladas y Huertos, el Cielo es alegre” (Navarro, 1979).

En las laderas bajas, la uva moscatel se exportaba a Malaga. La vendimia de la
ladera media se vinificaba, exportando a Gibraltar, Algeciras y Mdlaga, o se destilaba,
con destino al encabezamiento de los vinos de Jerez. la produccion de la parte mas
septentrional (menor riqueza en aziicar, consecuencia del clima y por lo tanto alto riesgo
de picado en el vino obtenido por su bajo grado alcohdlico) se transformaba en
aguardiente, para consumo interior de la comarca. El licor era objeto de trueque con

otros municipios de Andalucia Oriental.

Este desarrollo se ve interrumpido por la Filoxera, que devasta la prictica

totalidad de vifiedos a finales del siglo XIX, en torno a 1.884.

En la reconstruccion escalonada del vifiedo tras la filoxera, desde 1.910 a 1.950,
las nuevas plantaciones sustituyeron en parte a las arrasadas por la plaga, pero también
se talaron bosques, en busca de tierras virgenes, ascendiendo por la ladera norte hasta
coronar la sierra. De aquellas masas de bosque mediterraneo s6lo queda el alcornocal de

Haza del Lino (no intacto) y manchas aisladas.

En los afios sesenta se producen cambios importantes en La Contraviesa (ntcleo
viticola de la comarca). La apertura de Espafia conduce a un flujo de poblacién hacia
fuera de la regién, normalmente temporal. Se encuentra trabajo en Suecia, Alemania y
Barcelona. En esta época comienza a desarrollarse la horticultura intensiva sobre
enarenados en Campo Dalias, que hasta entonces sélo conocia los pastos de la
trashumancia. En los setenta, la zona absorbe gran parte de la mano de obra de la vecina
Contraviesa. Por otra parte, los avances tecnoldgicos y la nueva filosofia de la

revolucién verde encuentran mal campo de aplicacion en las tierras alpujarrefias, donde
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no es posible la mecanizacion ni el uso intensivo de fertilizantes por sus condiciones
geogréficas y sus bajas precipitaciones, limitindose mucho la produccién en contra de

lo que sucede en otras comarcas cercanas (Garcia-Valderrama, 1997).

La cierta fama conseguida entre las provincias orientales de Andalucia (junto al
vino de Mdlaga), peligra hoy mientras no se proteja de alguna manera su produccion, y
un acusado minifundismo, consecuencia de una drastica reestructuracion de la
propiedad, iniciado en dos fases, la primera con la llegada de la Filoxera y la segunda en
los afios setenta, en los que la escasez de mano de obra y la pérdida de competitividad
ocasion6 un nuevo fraccionamiento de la propiedad. La cadtica reconstruccion de los
vifiedos durante el tercer tercio del siglo XX dio lugar a una mezcolanza de variedades
dentro de las propias parcelas, continuando con lo que habia existido antes de la
filoxera, que imposibilita una adecuada organizacién de la vendimia. La consecuencia
inmediata es una sobremaduracion generalizada de los frutos (recoleccién cuando la
mayoria de variedades mas tardias alcanzan su maximo contenido en azidcar) (Martos,

1997).

Ademds, de su situaciéon geografica y su orografia, hereda una mala
infraestructura en las comunicaciones, lo que ha dificultado tradicionalmente sus
relaciones con el exterior y ha propiciado el aislamiento y una economia de la
subsistencia, que en el caso del vino se manifiesta con una bodega en cada cortijo.
Como ya se ha comentado, la vitivinicultura se encuentra presente en
practicamente todos los términos municipales de la comarca, aunque en la actualidad las
plantaciones existentes en algunos de ellos son anecddticas. Esta desaparicién de
grandes zonas de vifiedos de vinificacion, en su mayor parte de la zona de Granada se
debe fundamentalmente a las siguientes razones (Antequera, 1997):
¢ Falta de mano de obra debida al despoblamiento importante de las zonas rurales.
® Bajos rendimientos del vifiedo debido al envejecimiento y a la baja fertilidad de las
tierras, unidos a los altos costes de explotacion de muchos de ellos por falta de
mecanizacion, fuertes pendientes y marcos de plantacion no mecanizables, haciendo
su viabilidad imposible.

® Aparicion de cultivos subvencionados como el almendro.

e Disminucion de la demanda de los vinos tradicionales.
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Por lo que respecta al futuro vitivinicola de la comarca hemos de comentar que
los puntos sobre los que deberia basar la viticultura de la comarca son la calidad, la
conservacion del medio ambiente y la rentabilidad de la explotacidn.

En cuanto a la calidad, hemos de recordar al hablar de productos
agroalimentarios que existe cada vez mas una unificacién de los gustos a causa de la
globalizacién de la economia y de la actuacion de las grandes empresas multinacionales
(Caldentey y col., 1998). En la Alpujarra el vino es un producto no bien definido, al
obtenerse a partir de numerosas variedades que se encuentran entremezcladas, a
diferencia de los vinos perfectamente definidos y estandarizados, que son los que en la
actualidad demanda el mercado. De una manera creciente, el vino es un producto de
lujo, que se consume en la actualidad en ocasiones especiales o en sector de la
hosteleria.

Por su parte, la viticultura tradicional de la Alpujarra se ha caracterizado por ser
extremadamente respetuosa con el medio ambiente. El empleo de abonado en verde y la
lucha contra la escorrentia han sido practicas habituales que en la actualidad estin es
desuso por falta de mano de obra. Asimismo, dentro de las medidas medioambientales a
tomar serian la recuperacion de las variedades autdctonas. Estas permiten la elaboracion de
vinos con personalidad propia distinguiéndose del resto de sus competidores (Rosua,
1997).

Finalmente, en cuanto a la rentabilidad de la explotaciéon es muy importante
destacar que aquellos terrenos en los que la mecanizacidn sea imposible, el vifiedo estd
condenado a la desaparicion. Una plantacion de estas caracteristicas es inviable
econdmicamente, por lo menos el mantenimiento del suelo. Es por esto que no resulta
comprensible que hoy dia se estén poniendo plantaciones en marcos o pendientes que

imposibiliten la entrada de una maquina.

L.B.- ESTUDIO DEL MEDIO

En un primer estudio de los factores que intervienen en la produccion viticola,
podemos distinguir los de caracter permanente (aquellos que dependen exclusivamente
del medio o se fijan de una vez para siempre al hacer la plantacién), de los que al no serlo
se clasifican de culturales, pudiéndose en este segundo caso, de forma continua y variable

estimular y corregir situaciones que pueden presentarse (Hidalgo, 1979).
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Un conocimiento previo del medio y de su hdabitat, nos permitird acercarnos
paulatinamente a la temdtica de investigacién que nos proponemos desarrollar y a los
objetivos de la misma.

La zona de estudio, La Alpujarra (Figura n® 1).

Etimolégicamente parece ser que no existe un acuerdo total sobre el origen de la
palabra Alpujarras o Alpujarra. Segiin Henriquez de Jorquera, Alpujarras viene de
"Abuxarras" y significa la rencillosa y pendenciera. Segin otros autores (Romey y Mr. de
Sacy) recogidos por Herrera Puga (1984) el nombre que corrompido hoy, se dice
Alpujarras, fue dado a esta montafia por los arabes por Suar el Kaisi y otros revoltosos de
Andalucia Oriental, que levantaron por las serranias de Granada algunas fortalezas
llamadas Albordjela (castillo de los aliados), de cuyo nombre ha venido a formarse el de
Alpujarra. Xerif Aledrix y Conde han conjeturado mejor llamarla Alpujarras por Al Bug
Scharra, que se interpreta por sierra de yerba o pastos. Existiendo otras teorfas con muy
poco fundamento en opinién de Herrera Puga (1984).

Sin embargo geogrificamente la Alpujarra forma una unidad bien definida:
situada al sur de Sierra Nevada, desciende hasta el mar Mediterrdneo y queda limitada
al Qeste por la Sierra de Lijar y, al este por la Sierra de Gador. Entre Sierra Nevada y el
Mediterraneo, se levanta atn la sierra de la Contraviesa con alturas préximas a los 1200
m. y en su conjunto ofrece un aspecto suave, con cumbres redondeadas (Bosque, 1984).

Es una regién montafiosa y abrupta, con caricter de inmensa ladera que va desde
las cumbres mads altas de la Peninsula hasta las costas del Mediterrdneo.

Como factores bidticos que inciden en la produccién vitivinicola, tenemos, los
climédticos y los edéficos (Hidalgo, 1979). Entre los multiples estudios conducentes a la
determinacién de estos factores, podemos citar, los de Figueruelo y col. (1987), los de
Gutiérrez y col. (1987) sobre los vifiedos canarios, Navarro y col. (1987) en el Campo de
Cartagena, Povedo (1988) en la Rioja Baja, Diez (1986) en la zona de Méntrida y los ya
citados de Hidalgo (1979).
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I.B.1.- Situacion geografica.

La Alpujarra es una comarca montafiosa situada al sudeste de la provincia de
Granada, que se extiende a parte de la provincia de Almeria. Comprende casi toda la
vertiente sur de Sierra Nevada, con cumbres que superan los 2.000 metros, hasta la
costa mediterrdnea. Geogréificamente se divide en dos regiones, Alpujarra Alta y
Alpujarra Baja, separadas por los cauces de los rios Guadalfeo y Andarax. La Alpujarra
Baja es recorrida por una alineacién montafiosa que bordea la costa granadina y
almeriense entre el valle bajo del Guadalfeo y el Bajo Andarax: sierra de Lujar al oeste,

Contraviesa en el centro y Gador al este.

Las dos tnicas zonas que en la actualidad se encuentran reconocidas por la
administracién como zonas vitivinicolas con derecho a mencién geografica dentro de la
Alpujarra son los Vinos de la Tierra Contraviesa-Alpujarra y la Comarca Vitivinicola de
Laujar. La primera de éstas estd constituida por los siguientes términos municipales de
la provincia de Granada: Albondén, Albuiiol, Almegijar, Cadiar, Lobras, Murtas,
Polopos, Rubite, Sorvilan, Torvizcén, Turén y Ugijar. La segunda de las zonas

comprende los municipios de Alcolea, Fondén y Laujar de la provincia de Almeria.

Administrativamente, (comarca 09 segin el M.A.P.A.) comprende los términos
municipales de Almegijar (Notaez), Alpujarra de la Sierra (Yegen, Mecina-Bombarén y
Golco), Bérchules (Alcutar), Bubién, Busquistar, Céadiar (Yator y Narila), Caiar,
Capileira, Carataunas, Castaras (Nieles), Juviles, Lanjarén, Lobras (Timar), La Taha
(Pitres, Mecina-Fondales, Ferreirola y Capileirilla), Murtas (Mecina Tedel y Cajayar),
Nevada (Laroles, Mairena y Picena), Orgiva (Alcdzar, Fregenite, Bayacas, Tijola,
Tablones y Las Barreras), Pampaneira, Pértugos, Soportijar, Torvizcoén, Trevélez,
Turén, Ugijar (Cherin y Jorairatar) y Valor (Mecina Alfahar y Nechite). Esto se
corresponde con la vertiente norte del rio Guadalfeo y la falda noroeste de la Sierra de

Contraviesa, es decir, abarca la Alpujarra Alta y parte de la Alpujarra Baja.

Tradicionalmente la denominada Baja Alpujarra, concentra casi todo el vifiedo
provincial (el 85%), y ocupa la falda sur de la Contraviesa hasta el Mediterrdneo. La
zona se conoce por Costa-Albondon (parte de la comarca 08 segun el M.A.P.A)) y
comprende los términos municipales siguientes: Albond6n, Albufiol, Sorvildn y

Polopos.

27



Introduccion

La comarca alto Andarax (06 segin el M.A.P.A.), en la provincia de Almeria,
pertenece a La Alpujarra en su totalidad, y pueden considerarse, asimismo, incluidos
dentro de la regién en estudio, algunos municipios de las comarcas Nacimiento y

Campo de Dalias.

Debe indicarse que algunos municipios no debieran incluirse completamente en
la comarca, sino que so6lo algunas de sus tierras presentan los rasgos fisicos y

geogréficos que definen a La Alpujarra.

El vifiedo de la Comarca Vitivinicola de Laujar se encuentra encajado entre
Sierra Nevada y la Sierra de Gador, principalmente en la parte alta del rio Andarax, a
unos 950 m. De altitud sobre el nivel del mar, en una gran llanura formada por material
de depdsito con escasa pedregosidad y donde coexisten cerca de 400 Has. De vifiedo
con otros cultivos, entre los que destacan los almendros, el olivar y cultivos horticolas.
La vifia comparte con los almendros las zonas menos fértiles, llegando a ascender
ligeramente por las estribaciones de las sierras colindantes. Dentro de esta Comarca
Vitivinicola existe una segunda zona de vifiedo en el término municipal de Alcolea,

fuera del Glacis de Laujar, de menor importancia.

I.B.2.- Climatologia.

La zona de estudio, climatolégicamente, corresponde a una zona de alta montafna

(1040 m. sobre el nivel del mar).
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Tabla 1 (LUCDEME, 1986 y Datos de la Comisaria de Aguas del Sur de Espaiia,
recogidos por Lescurre, 1999): Datos meteoroldgicos de la zona a lo largo de los
afios.

Estacién Meteorolégica Periodo Coordenadas
Latitud Longitud | Altitud (m)
Alcolea (Alc.) 1950-75 36° 58° 00°44" E 0739
Laujar (Lau.) 1955-79 37°00° 00°48" E 0921
Laujar* (Lau.*) 1938-96 37°00° 00°48" E 0921
Laujar "Monterrey' (Mon.) | 1944-80 37°01° 00°47° E 1222
Pradillos (Pra) 1944-63 36°56” 00°45" E 1100

* Comisaria de Aguas del Sur de Espaifia.

Tabla 2: Medias (°C) y desviaciones tipicas de las temperaturas maximas absolutas
mensuales

E F M A M J J A S (0] N D

Lau 17.1 18.6 20.6 225 265 29.8 327 323 29.0 242 189 17.7

22 30 21 27 25 24 17 18 27 26 23 32

Lauw* 17.7 193 215 22.6 26.7 30.1 33.6 332 295 252 20.8 18.0
21 30 29 31 29 29 32 25 32 29 31 2.9

Mon 17.7 17.6 19.7 20.7 253 29.6 33.5 33.0 28.6 240 19.7 174

23 39 26 26 36 23 22 20 25 24 29 29

* Comisaria de Aguas del Sur de Espafia.

29



Introduccion

Tabla 3: Medias (°C) y desviaciones tipicas de las medias de las temperaturas
maximas mensuales.

E F M A M J J A S (0) N D

Lau 11.8 12.6 14.8 162 204 237 285 283 247 18.8 14.1 11.8

2.2

21 26 28 19 18 17 14 21 19 19 23

Lau* 114 127 148 166 205 243 289 285 250 195 15.1 120

19 26 24 2.7

21 23 25 22 23 124 20 24
Mon 104 11.1 124 142 185 233 281 214 235 178 13.6 10.8

1.8 24 17 19 26 19 14 14 24 21 24 21

* Comisaria de Aguas del Sur de Espafia.

Tabla 4: Temperatura media mensual de las medias (°C).

E F M A M J J A S (0] N D

Ale. 84 9.1 114 13.6 17.1 20.8 248 248 214 164 120 9.0
Lau. 79 86 102 11.8 156 188 233 233 20.1 148 105 8.0
Law* 73 8.1 100 11.8 154 194 232 232 19.6 150 11.0 7.9
Mon. 63 68 80 99 135 178 223 223 183 133 93 6.8

Pra. 66 74 95 11.7 154 193 234 234 19.7 146 102 73

* Comisaria de Aguas del Sur de Espaia.
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Tabla 5: Media (°C) y desviacion tipica de las medias de las temperaturas minimas
mensuales.

E F M A M J J A S (0] N D

Lau 40 46 56 74 109 14.0 18.0 182 155 108 7.0 4.2
19 18 17 20 20 18 20 22 22 23 22 19
Lau* 29 34 50 69 103 141 175 17.2 145 104 6.6 3.6
22 22 18 20 21 21 19 32 23 21 20 19
Mon 22 24 37 57 86 103 165 166 13.2 87 49 28

1.1 19 16 19 26 18 18 1.7 22 1.7 21 13

* Comisaria de Aguas del Sur de Espafia.

Tabla 6: Media (°C) y desviacion tipica de las medias de las temperaturas
absolutas mensuales.

E F M A M ] J A S O N D

Lau. 0.1 01 13 30 60 94 144 147 119 7.0 34 02
30 26 20 27 25 23 23 23 25 29 24 21

Law.* -14 -12 06 23 57 93 136 142 105 62 20 -0.6
31 32 23 25 34 22 33 29 31 29 27 27

Mon. -2.1 -1.0 -05 0.7 33 68 119 118 83 37 03 -08

28 23 19 18 24 22 20 26 24 26 16 1.7

* Comisaria de Aguas del Sur de Espaia.
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Tablas 7 y 8: Pluviometria media y evapotranspiracion potencial media
mensual.

Pluviometria media

E K M A M ] J A S o N D
Ale. 489 380 588 537 256 132 43 50 215 534 284 35.0
Lau. 63.1 624 673 633 36.1 127 46 62 248 63.6 599 923
Mon. 734 78.7 80.0 62.1 41.0 16.6 6.1 103 224 68.8 68.9 86.5

Para. 63.0 663 781 50.7 422 7.6 23 120 21.0 60.7 57.0 87.9

Evapotranspiracion potencial media mensual

E F M A M ] J A S o N D
Ale. 18 20 35 50 81 112 151 142 98 60 32 19
Lan. 19 21 34 45 75 100 139 130 92 55 29 19
Mon. 17 18 28 40 67 97 134 125 8 52 28 18

Para. 15 18 31 45 75 105 141 132 90 55 29 17

La distribucién estacional de las precipitaciones que ocurren a finales de otofio o
durante el invierno, hace que el suelo durante esta época presente una buena reserva de
agua, mientras que la ausencia de precipitaciones en los meses estivales y la elevada
evapotranspiracion potencial, consecuencia del efecto combinado de la falta de lluvia y
elevadas temperaturas, ocasionan en el suelo un profundo déficit que se refleja en la

distribucién de la vegetacion y uso del suelo.

Una caracteristica peculiar de la zona, es la no existencia de correlacion entre la

precipitacion y la altura.

Segtn el indice de aridez de Martonne (1925) la zona de estudio con un valor de

1=22.1 le corresponderia un clima tipo de cultivo de secano y olivares.

En cuanto a las temperaturas, la distribucidn estacional hace que existan dos

periodos muy contrastados, uno que corresponde a la época invernal (diciembre, enero y
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febrero) en que las temperaturas son bajas y hay exceso de agua en el suelo; otro estival
(junio, julio y agosto) con temperaturas altas y un prolongado déficit de agua en el
suelo, lo que hace que se desarrolle una vegetacién muy especifica capaz de aguantar

estas oscilaciones.

1.B.3.- Estudio Edafico

La Contraviesa ha sido tradicionalmente, con un subsuelo pizarroso que ha
marcado los limites del cultivo frente al caracter calizo de las sierras de Lijar y Gador

(Roca, 1993).

La meteorizacién de las pizarras ha originado una capa de limos que conforma el
suelo de La Contraviesa, de espesor medio. Esta capa arable fluye lentamente por las
laderas de la sierra dando lugar a formas redondeadas. Aunque el suelo contiene escasa
materia orgdnica, la higroscopicidad de sus materiales, alimentada por una alta humedad
relativa en el ambiente, asi como la riqueza mineral del sustrato, ha permitido que el
hombre se hiciera con la tierra cultivando sobre pendientes de hasta el 100%, en
sistemas agricolas muy diversificados en la produccion, segin la diferente cota, suelo y
microclima de sus parcelas, aprovechando en todo caso las posibilidades del entorno
fisico y bajo el principio cldsico de autoabastecimiento, hoy reemplazado
conceptualmente por la diversificacion del riesgo en las empresas agrarias, que siguen
dependiendo totalmente del entorno fisico (principalmente clima), frente a la fuerte
modificacién del medio que en la costa almeriense limitrofe con La Alpujarra por el
sudeste (Campo Dalias) se viene efectuando, intensificando los sistemas productivos
mediante la incorporacion de altos inputs obteniéndose altos niveles de rentabilidad

(Aguilar y col., 1984).

Las sierras de Ludjar y Gador (de formas mas abruptas y escarpadas) son de
mayor altura media que La Contraviesa y naturaleza caliza y dolomitica, separadas
fisicamente de esta ultima por zonas de debilidad que han sido aprovechadas para el
establecimiento de las comunicaciones entre sus poblaciones, dispersadas por las

sierras.

Litolégicamente, la mayor parte del territorio alpujarrefio estd constituido por

rocas metamorficas (calcoesquistos) y sedimentos marinos (pizarras alternando con
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cuarcitas masivas, arenas, arenas finas y limos calizos marinos y dolomias o calizas

dolomiticas).

Geoldgicamente, la comarca presenta una gran complejidad tecténica y
estratigrafica, pero a grandes rasgos puede decirse que se encuentra constituida
fundamentalmente por materiales paleozoicos (principalmente en la parte
correspondiente a Sierra Nevada, o lo que es lo mismo, a la Alta Alpujarra). Existen,
asimismo, masas aisladas de afloramientos enégenos en torno a Sierra Nevada, ()rgiva y
Ugijar. Los materiales cuaternarios se distribuyen de acuerdo con los factores
morfolégicos y las caracteristicas sedimentarias del territorio. No tienen demasiada

importancia en la comarca los sedimentos aluviales recientes (Aguilar, 1989).

Nodulos calizos que pueden originar un horizonte petrocélcico. Pueden

presentarse con aportes secundarios de carbonato célcico o totalmente descarbonatados.

Los Alfisols son suelos muy desarrollados con un perfil tipo A/B¢/C. Existe un
horizonte subsuperficial de acumulacién de arcilla iluviada. En general se han
desarrollado sobre materiales calizos. Algunos suelos han sufrido un proceso de
enrojecimiento por la deshidratacién de 6xidos de hierro. En general son terrenos con
buena dotacion de elementos minerales, profundos, y con capacidad de produccion

bastante elevada.

Como resumen, los caracteres edéficos de los terrenos soporte de mayor parte

del vifiedo comarcal definen (simplificando) dos tipos de suelo en La Alpujarra:

¢ Suelo pardo sobre roca metamorfica. Es el suelo de La Contraviesa. Su horizonte
superior, de unos 15 cm, es de textura franco-arenosa. Bajo éste suele aparecer un
horizonte de color pardo-claro de textura mds franca (limosa) con mayor capacidad de
retencion de agua (aunque baja en cualquier caso). La ligera diferencia de textura entre
ambos estratos resulta beneficiosa en su almacenamiento, siempre que el hombre no
actie en exceso sobre la estructura del medio. La roca madre subyace mas o menos
alterada (la pizarra presenta facilidad de descomposicion, renovando continuamente el
suelo). Posee un cardcter moderadamente acido (pH 6 en superficie y algo superior en
horizontes inferiores). Son terrenos pobres en materia orgdnica (horizonte de humus
poco desarrollado o inexistente), y escasos en macroelementos. Su pobreza en nitrégeno

es un factor positivo para la calidad potencial de los vinos.
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e Suelo pardo-calizo sobre material no consolidado. Se trata de suelo con un horizonte
superficial constituido por un mull cédlcico pardo o pardo-oscuro, de consistencia media.
Posee carbonato cdlcico en todo su perfil, que en estratos inferiores se presenta en

texturas francas o franco-arenosas. Su pH es ligeramente alcalino (pH 7,5-8).

El espesor de los suelos alpujarrefios varia considerablemente, de suelos casi
inexistentes en los que aflora la roca madre hasta otros en los que ésta aparece (muy
degradada) por debajo de 1 m de profundidad. Es usual la presencia de elementos
gruesos (lastras de pizarra). Siendo suelos ligeros, poco consistentes, y con un contenido
en materia orgédnica casi nulo o nulo, su capacidad de retencion de agua es muy baja.
Las fuertes pendientes a las que se ve sometida la mayor parte del suelo agricola unido a
las lluvias torrenciales provocan una pérdida de tierra anual estimada a 70 Tm/Ha, lo

que resulta dramdtico en la comarca.

En cuanto al suelo dedicado a vifiedo en la zona (Figura n° 2) y siguiendo los

estudios del LUCDEME 1043 (Berja), fundamentalmente, corresponde a tres tipos:

A. Regosoles Margalicos. Son suelos que aunque no estin recogidos, como
tales, en la clasificacion de la FAQO, tienen unas caracteristicas muy especiales que lo

hacen situarse entre Regosoles y Vertisoles.

En la zona de estudio, se encuentran en terrenos llanos, pero fundamentalmente
socavados, con un drenaje impedido motivado por el material de partida; sin piedras ni

afloramientos rocosos.

El perfil en general, tiene una coloracion muy homogénea, pardo-amarillenta,
como consecuencia de que es la misma marga la que aflora en superficie; puntualmente,
estan dedicados al cultivo de viflas o almendros, pero la mayor parte soporta una

vegetacion xerofitica.

Son suelos muy pobres en macronutrientes, asi como en materia orgdnica, cuyo
contenido no llega al 1 por 100; la capacidad de cambio, por tanto, también es baja y el

complejo de cambio estd siempre saturado en calcio.

B. Nitrosoles Eutricos. Estos suelos ocupan las partes mas bajas de las pequefias
pendientes. Son suelos muy profundos, con los horizontes eluviales decapitados por la

erosion, lo que hace que el horizonte argillico aflore en superficie.
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Presentan una textura franco-arcillo-arenosa de manera muy uniforme en todo el
perfil, con una estructura igualmente uniforme, excepto en el horizonte superficial,
donde es més fina debida al laboreo actual. Dado que este horizonte es muy pobre en
materia orgdnica, los contenidos son siempre inferiores al 1 por 100, y ésta no tiene

practicamente influencia sobre su estructura.

La pobreza en materia organica, asi como las relativamente bajas cantidades de
arcilla, hacen que la capacidad de cambio catiénico sea media, de manera que no se
sobrepasa, en ningin caso, los 10 meq/100 g. El grado de saturacién del complejo de

cambio es siempre del 100 por 100, con el calcio como catién dominante.

La reaccion es francamente alcalina, con valores cercanos a 8 en todo el perfil,
excepto en los horizontes superficiales, donde apenas supera el valor 7, si bien el

contenido en carbonatos es nulo en todo el perfil.

La capacidad de retencién de agua es pequefia, y mds si consideramos la
profundidad del suelo, esto es debido a que la diferencia entre las cantidades de agua
retenida a 1/3 y 15 atm. es escasa como consecuencia de la fuerte retencion ejercida

sobre la arcilla.
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C. Cambisoles Cdlcicos. Generalmente, se encuentran situados en posiciones

fisiogréficas de ladera, aunque no faltan los ubicados en terrenos llanos.

La pedregosidad, asi como la rocosidad, son frecuentemente escasas; su
utilizacion estd basada, principalmente, en el cultivo de almendros y vifias. Son suelos
relativamente profundos, de textura franca y que, en general, tienen un buen drenaje,

con una capacidad de retencion de agua util que estd en funcién de la profundidad.

El contenido en materia orgdnica es de mediano a alto, si lo comparamos con los
demads suelos de la zona, con la particularidad de que no desciende fuertemente con la
profundidad; el grado de descomposicion de esta materia organica es alto, lo que se

refleja por la relacion C/N cerca de 10.

La capacidad de cambio, directamente relacionada con las cantidades de materia
organica y arcilla, oscila dentro de amplios limites, segtn los perfiles; el complejo de

cambio estd totalmente saturado, siempre con el calcio como catién saturante.

El pH de estos suelos es francamente alcalino, préximo a 8; tiene un contenido
en carbonatos que siempre aumenta con la profundidad; las cantidades de

macronutrientes existentes, son bajas.

Tabla 9: Constantes viticolas que permiten determinar la vocacion viticola del
medio:

Estacion Temperatura  Precipitacion Evapotranspiracién = Indice de Tipo
meteorolégica  media anual anual (mm) Potencial (Mm) humedad agroclimatico
°C) P/E.V.P.
Inv. Ver.
Alcolea 15.7 322.7 816.0 0.395 Av M
Laujar 14.4 556.3 758.8 0.733 Ci M
Monterrey 12.9 614.2 709.3 0.866 Av M
Pradillo 14.0 546.1 752.2 0.726 Av M
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Asimismo, en la tabla siguiente, (Tabla 10), se hace una estimacién del periodo
activo de vegetacion, siendo este el tiempo durante el cual la temperatura media del aire
es igual o superior al cero vegetativo. Este dltimo es un hecho variable segin los afos y
la variedad de vid cultivada pero como cifra media se puede establecer en +10 °C, para
la determinacion del periodo activo de vegetacion.

Cero de vegetacion = 10 °C

Temperatura activa = Ta > 10 °C

Temperatura eficaz = Te = Ta — 10 °C

Tabla 10: Estimacion del periodo activo de vegetacion.

Estacion meteorologica  Iniciacion Terminacion Dias de duracion
Alcolea 25 de Febrero 5 de Diciembre 282
Laujar 10 de Marzo 20 de Noviembre 254
Monterrey 15 de Abril 10 de Noviembre 178
Pradillo 21 de Marzo 15 de Noviembre 238

De la Tabla 10 se puede destacar que la vid en las zonas mds altas reduce su
periodo activo de vegetacion a 178 dias, desde la mitad de Abril hasta la primera
quincena de Noviembre. Es 16gico pensar que las fechas pueden variar ligeramente, en
funcién de factores tales como la fecha de la poda, condiciones climaticas del afo,
variedad, estado nutricional y sanitario, orientacion de la parcela, edad de la plantacion,

etc.

El indice establecido por Winkler (1984) y ampliamente utilizado en viticultura,
se determina como el sumatorio de las temperaturas eficaces durante el periodo
transcurrido desde abril a octubre, ambos incluidos. Al aplicar este mismo se observa
como, tres de las cinco regiones establecidas por este autor podemos encontrarlas en la
Comarca Vitivinicola de Laujar. Los valores del indice de Winkler en las diferentes
estaciones meteoroldgicas serfan 2110° para Alcolea, 1768° para Laujar, 1453° en

Monterrey y finalmente 1762° en Pradillo.

En la siguiente tabla, (Tabla 11), se expresan la caracterizacion de Winkler para
estas tres regiones, asi como las variedades adecuadas para la obtencion de vinos de

calidad, conforme a las necesidades térmicas segin Fregoni y Minguez (Hidalgo, 1993).
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1.B.4.- Estudio Agroeconémico

En el paisaje alpujarrefio, se destacan aparte de las masas forestales combinadas
con pequefios huertos y pastizales de la Alta Alpujarra, las manchas arbdreas de

alcornocales y encinas junto con almendrales, higueras y vifias en el Monte bajo.

Conforme se va descendiendo de altitud, las especies arbustivas propias del
sotobosque de los carrascales o encinares van dominando en terrenos nunca roturados,

junto a retamales, romeros, tomillos, cantuesos, jaraestepas, aulagas, etc.

En 1973, Garcia Manrique en sus “Estudios geogrificos” sobre el vifiedo en la
costa alpujarrefia, explica que el vifiedo se localiza en un nicleo principal, constituido
por los municipios de Albodén, Albufiol, Sorvildn y Murtas, ocupando una extension de
3.700 Has aproximadamente, tendiendo a expandirse a la parte alta de La Contraviesa,
en su vertiente sur. Bordeando este nicleo, una zona periférica agrupa alguna extension
destinada a este cultivo, pero de menor importancia. En la zona media de La
Contraviesa, Polopos, Rubite y Lijar en el sur dedican algo més de 700 Has a la vid. En
la vertiente este son 177 Has las censadas en la época (Turén y Jorairatar). En la
vertiente norte de la sierra, Torvizcon, Cadiar, Lobras, Castaras y Almegijar agrupan
1.100 Has. El total de vifiedo en aquellos afios, cuya vendimia se destinaba a la
elaboracién del llamado Vino Costa, tradicionalmente rosado, ocupaba una extension en

La Contraviesa de algo méas de 5.700 Has.

Fuera de este entorno, s6lo en el valle de Andarax se censaba alguna superficie
de vifiedo (unas 130 Has), fundamentalmente en Laujar de Andarax, cuya produccion
(en su mayor parte) era enviada a las bodegas de Albonddn, centro vinicola de la

comarca.

Segtn el Censo Agrario de 1989, la comarca posee una superficie agricola total
de 269.082 Has, siendo el 42,3% la correspondiente a la provincia de Granada, y el
57,7% a la provincia de Almeria. Las tierras labradas suponen un 16,7% del total. Esta
proporcién media aumenta en La Alpujarra granadina hasta un 25,2% del total de su
superficie agricola. Teniendo en cuenta que s6lo el 6% de ésta es mecanizable, este
valor puede considerarse muy elevado. Los pastos permanentes se concentran en la
falda sur de Sierra Nevada hasta los rios Guadalfeo y Andarax, asi como las especies

arboreas forestales. Estas representan, respectivamente, el 18,2% y el 33,4% del total.
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En la siguiente tabla, elaborada sumando los valores correspondientes a cada

municipio, se exponen los resultados obtenidos.

Tabla 12: Superficie total de las explotaciones agricolas, tierras labradas, tierras

para pastos permanentes y otras tierras (Ha)

Provincia Total Tierras Pastos Especies arb. Otras
labradas | permanentes forestales
Granada 113.828 28.675 16.629 32.872 35.652
Almeria 155.254 16.122 32.420 56.922 49.790
Total comarca 269.082 44.797 49.049 89.794 85.442

Fuente. Censo Agrario, 1989. Tomo IV. Resultados Comarcales y Municipales

Segin el Anuario de Estadistica Agraria del Ministerio de Agricultura Pesca y
Alimentacién de 1997 (datos de 1995), los datos provinciales respecto al total regional,

eran los siguientes:

Tabla 13: Hectareas de viiiedo y Hectolitros de vino de mesa.

Vinedo (hectéreas) Vino de mesa (hectolitros)
Uva de Mesa | Uva de Vinificacion Blanco Tinto y Rosado
Almeria 3043 944 | e 6660
Andalucia 7161 44311 104728 130774

Fuente: Anuario de Estadistica Agraria del Ministerio de Agricultura Pesca y
Alimentacién de 1997.

Por otra parte, segiin la Consejeria de Agricultura y Pesca de la Junta de
Andalucia en su Anuario Estadistico de 1997 (datos de 1996), la produccién de vino
tintos en la provincia de Almeria era de 25452 Hl y 72870 Hl de mosto.

El aprovechamiento de las tierras labradas se establece a continuacién en la
Tabla 14. Es de destacar la importancia de los cultivos lefiosos en los sistemas agricolas,
representando el 87,8% del total de la superficie labrada en la comarca (igual
proporcién para ambas provincias). La superficie de cultivos herbiaceos mostrada en la

tabla incluye barbechos y huertos familiares.
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Tabla 14: Aprovechamiento de las tierras labradas (Ha)

Provincia Total Tierras labradas Pastos permanentes
Granada 3.366 25.274 30
Almeria 2.161 14.584 85
Total comarca 5.527 39.858 115

Fuente. Censo Agrario, 1989. Tomo IV. Resultados Comarcales y Municipales

En cuanto a la superficie media de las explotaciones en la comarca, ésta es de
3,5 Has. En la Tabla 15, que se expone a continuacion, se refleja el nimero de éstas en
funcion de su tamafio. Debe indicarse que mds del 85% de las mismas tienen menos de
5 Has, y que sélo el 2,1% superan las 20 Has. Dado el caricter extensivo de la
Agricultura alpujarrefia, marcado por un entorno fisico dificilmente modificable,

explotaciones de menos de 15-20 Has pueden considerarse minifundios.

Tabla 15: Nuamero de explotaciones segin superficie agricola utilizada (SAU *),

(Ha)

Provincia N° explotaciones | 0<S<5 | 5<S<10 | 10<S<20 | 20<S<50 | S=50
con SAU
Granada 9,358 7,533 1,059 540 176 50
Almeria 8,576 7,738 488 204 91 55
Total comarca 17,934 15,271 1,547 744 267 105

Fuente. Censo Agrario, 1989. Tomo IV. Resultados Comarcales y Municipales

* Tierras labradas mads las tierras para pastos permanentes. Las tierras labradas incluyen
las destinadas a cultivos herbaceos, barbechos, huertos familiares y las dedicadas a
cultivos lefiosos
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La distribucién de cultivos determina una subdivisiéon en la regién, segin los

diferentes usos que se da a la tierra y el grado de actuacién sobre el medio biofisico.

La agricultura de La Alpujarra Alta, tradicionalmente algo mas intensiva (por la
mayor disponibilidad de agua) estd dedicada a la produccién ganadera y horticola segin
se acerca a los valles eje de la comarca. En el este, tocando la provincia de Almeria, las

plantaciones frutales puestas en regadio ocupan una amplia extension.

La Baja Alpujarra presenta sistemas mds extensivos, con produccién de secano
en la mayoria de sus tierras labradas. Sélo en el sudoeste aparecen explotaciones puestas
en regadio, con produccién horticola de importancia. Hoy se detecta un incremento
notable en la intensificacién de los sistemas en torno a Albufiol con una alta superficie
de invernadero (en las zonas més bajas y de menor pendiente, aunque a veces incluso se
construyen en terrazas). Las laderas sur de La Contraviesa combinan almendro, vifiedo,
higueras y olivar con herbiceos forrajeros en secano y tomate, ajo y judias verdes en
pequefios huertos de regadio (aunque la sequia prolongada desde hace unos afios ha
hecho que desaparezcan muchos regadios tradicionales, siendo en la actualidad
meramente testimoniales). En general no puede decirse que la distribucién del almendro
se establezca en funcidn del riesgo de heladas (dependiente de la cota altimétrica). La
realidad es que almendros e higueras comparten paisaje en toda La Contraviesa,
destindndose estas dltimas, de menor importancia econémica, a terrenos marginales (son
poco exigentes), combindndose en muchos casos con almendros. Lo cierto es que la
diversificaciéon a la que los sistemas agricolas se ven sometidos hace muy dificil

encontrar un paisaje monocultivo (Martos, 1997).

La economia de autoabastecimiento que caracteriza a la comarca ha conducido a
la existencia de una bodega casi en cada familia en las zonas donde se ha cultivado el
vifiedo tradicionalmente. La Alpujarra es una zona consumidora de sus propios vinos en
la que el mercado interior ha sido tradicionalmente muy activo. La capacidad media de

una bodega familiar oscila en torno a 200 arrobas (una arroba equivale a 16 litros).

Como caracteristicas generales es destacable la existencia de un elevado numero
de instalaciones de pequefio volumen, y bajo grado de integracién horizontal, desde
hace muy pocos afios incrementado con el nacimiento de dos Sociedades Cooperativas

Andaluzas, una en la comarca Contraviesa-Alpujarra y otra en Laujar.
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El catastro viticola y vinicola no considera bodega aquella cuya capacidad sea
inferior a 100 HI. Esta claro que en La Alpujarra, la inmensa mayoria se queda en el
tintero, pero es muy dificil cuantificarlas por no existir registro alguno de las mismas.
Nos atreveremos a afirmar que existen mds de 1000 bodegas familiares s6lo en La
Contraviesa, que producen por término medio en torno a 3000 1 de vino al afio para

consumo propio.

Segin el catastro viticola y vinicola de Almeria de 1979, la distribucién del
numero de bodegas por municipios segin su capacidad se expone en la Tabla 16. Se
censaban 8 bodegas en los municipios que constituyen hoy la comarca, de los cuales, el
87,5% eran de capacidad inferior a 250 HI (instalaciones de pequefio volumen) y

ninguna bodega superaba los 500 HI (Antequera, 1997).

Por municipios, casi toda la produccion se concentra en Laujar de Andarax con
el 87,5% de las bodegas censadas, entre ellas las de mayor capacidad. No se registraban

bodegas en Alcolea.

Tabla 16: Produccion de vino por municipios

Municipio Capacidad (HI)
De 100 a 249 De 250 a 499 Total municipio
Alcolea - - -
Fondé6n 1 - 1
Laujar de Andarax 6 1 7
Total comarca 7 1 8

En cuanto a la personalidad juridica de la titularidad de las bodegas, segin el

catastro, ninguna tenia entidad asociativa.

Las ocho bodegas censadas por el catastro suponen el 30% del total de bodegas

provincial.

En la actualidad, la tnica bodega con registro de embotellado es la Sociedad

Cooperativa Andaluza de reciente creacién localizada en Laujar de Andarax. La
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proporcién de vino embotellado en Laujar la obtendremos suponiendo una produccién
de uva en la zona de dos millones de kilos al afio (y obviando cualquier movimiento de
entrada/salida del producto), con un rendimiento aproximado del 60%, de donde resulta
una produccién de vino de algo mds de un millén de litros. Para una produccién anual
de en torno a trescientos mil litros de vino con destino a embotellado, el porcentaje

resulta del 25% (Gutiérrez, 1997).

IL- PROCESO DE VINIFICACION EN LA ZONA

La Vid (Vitis vinifera)

Los individuos de la familia Vitaceas son arbustos con tallo vivaz y lefioso,
trepadores.

Zarcillos opuestos a las hojas. Hojas alternas y generalmente con estipulas. Flores
pequeifias, regulares, y en general, hermafroditas. Estambres opuestos a los pétalos. Discos
nectariferos. Pistilo con dos carpelos, generalmente bilobulados. Inflorescencia en racimo
compuesto. Fruto en baya. Semilla con textura dura y gruesa.

Dependiendo de la clasificacién botdnica adoptada, la familia Vitaceas tiene de 10
a 16 géneros distintos (Martinez de Toda, 1987).

La especie Vitis vinifera L., es un arbusto sarmentoso, trepador, provisto de
sarcillos opuestos a las hojas, las cuales son alternas, dentadas en el limbo, pecioladas,
palmatilobuladas, acorazonadas en la base y la nervadura del limbo formada por cinco
nerviaciones dispuestas radialmente. Las flores son regulares, pequefias, de color verde y
olorosas, dispuestas en densos paniculos, ocupan la misma posicién que los zarcillos,
opuestos a las hojas (Larrea, 1983).

Abandonada a si misma, adquiere gran desarrollo y produce excesiva madera, con
prejuicio de la cantidad y calidad de la cosecha.

Las partes lefiosas de la cepa almacenan reservas nutritivas durante el invierno, que
utilizardn més tarde cuando la falta de hojas prive a la planta de la actividad fotosintética o
si sus necesidades son tan grandes que la actividad normal de una vifa es incapaz de
satisfacerla.

En primavera, los botones empiezan a desarrollarse y las escamas que las protegen
se separan apareciendo una borra. Poco después aparece la foliacion: se forman las hojas,

los pampanos se alargan y aparecen los racimos de flores, cierna o apertura de la flor, por
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caida de su capuchdn o corola e inmediatamente, la fecundacién, que es por lo general
cruzada, pese al hermafroditismo de las flores de la Vitis vinifera, pues no suelen madurar
simultdneamente los 6vulos y el polen de una flor.

El ovario fecundado va engrosando, aunque permanezca verde por contener
clorofila y la pulpa se enriquece de sustancias dcidas. Al cabo de varias semanas el fruto
detiene su crecimiento y empiezan a formarse las pepitas y llega el envero o cambio de
color de las uvas para posteriormente entrar en la fase de maduracion.

El fruto de la vid, la uva, es una baya oligosperma, carnosa y suculenta, que se
presenta en infrutescencias tipicas de racimos de racimos.

La viticultura espafiola estd en proceso de remodelacién a través de los planes de
reestructuracion, reconversion y ordenacion varietal del vifiedo. El Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacién, ha clasificado las variedades en: "Preferentes" o
"Recomendadas”, "Autorizadas" y "Temporalmente autorizadas" (Reglero, 1987).

A su vez la ORDEN 11/XII/1986 da relacion de las denominadas "Regiones
vitivinicolas”.

Con la Orden de 25 de enero de 1994, por la que se actualizan los anexos de la
Orden de 6 de octubre de 1992, en relacién con la utilizacién de nombres geograficos y
de la mencién “vino de la tierra” en la designacion de los vinos de mesa, se define la
comarca viticola Contraviesa-Alpujarra, que acoge a los siguientes municipios de la
provincia de Granada: Albondén, Albufiol, Almegijar, Cadiar, Castaras, Lobras, Murtas,
Polopos, Rubite, Sorvilan, Torvizcon, Turén y Ugijar. La misma Orden incluye entre
“Otras comarcas con derecho a la utilizacién de mencién geogrifica en los vinos de
mesa” a la comarca viticola Laujar, que engloba a los municipios Alcolea, Fondén y
Laujar de Andarax, de la provincia de Almeria. Estos dos polos viticolas en La

Alpujarra serdn el objeto de estudio que se desarrolla.

II.A.- La Vid En La Zona En Estudio

II.A.1.- Caracteristicas del viniedo

Superficie del viiiedo

Antes de establecer cifras referentes a la superficie que se dedica a vifiedo se

indicard que la zona se encuentra en continua evolucion, realizindose nuevas
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plantaciones, y existe, ademds, bastante superficie no declarada. Los datos de que se

dispone deberdn actualizarse.

Los datos procedentes del catastro viticola de 1979 de Almeria para los
municipios incluidos en esta comarca, actualmente con derecho a la utilizacion de
mencién geografica en los vinos de mesa, quedan reflejados en la tabla que se expone a
continuacion, recogiendo tnicamente las superficies destinadas a uva para vinificacion.

Segun esta fuente, Laujar de Andarax agrupa al 85% del vifiedo comarcal.

Tabla 17: Superficie destinada a uva de vinificacion

Municipio Superficie (Ha)
Alcolea 7
Fondén 63

Laujar de Andarax 394
Total 464

Esta superficie representa el 67% de la superficie total destinada a vifiedo en la
comarca (el resto corresponde a uva de mesa). Por otra parte supone el 40% de la

superficie total de vifiedo de uva de transformacién en la provincia de Almeria.

Del Censo Agrario de 1989 se recogen para los mismos municipios las

siguientes superficies de vifiedo:

Tabla 18: Superficie de vifiedo

Municipio Superficie (Ha)
Alcolea 16
Fondé6n 20

Laujar de Andarax 228
Total 264
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Se detecta una fuerte reduccién en la superficie censada que no se corresponde
con la situacién actual. La caida de la uva de mesa en Almeria ha desembocado en la
comarca en un incremento de la superficie de uva para vinificacién, que estimamos

ronda las 400 Has.

La intensidad del cultivo de la vid (porcentaje de vifiedo respecto al total de la
superficie labrada) es de casi el 30% segtn el catastro de 1979. Si s6lo se contempla la

superficie de vifia de uva de transformacidn, esta intensidad se reduce al 20%.

Segin la misma fuente, el ndmero total de parcelas en la comarca era (en 1979)

de 1.184 Has. De ellas, la mayor, en Laujar de Andarax, no supera 15 Has.

La mayor superficie (36,2%) se concentra en parcelas de 1 a 3,5 Has, estando
mas del 50% de la superficie distribuida en parcelas de menos de 1 Ha. La parcela moda

es de menos de 0,25 Has.

Tabla 19: Asociacion de la vid con otros cultivos en la comarca de Laujar.

Municipio Cultivo tnico Asociado con Asociado con
lefiosos herbéceos
Alcolea 100,0 - -
Fondé6n 97.4 24 0,2
Laujar de Andarax 97,6 1,6 0,8
Resumen comarca 97,6 1,8 0,6

Segin el catastro viticola y vinicola de 1979, el cultivo de la vid se asocia con
otros sélo en un 2,4% de la superficie en contraste con la comarca Contraviesa-

Alpujarra, donde la asociacidn estd presente en el 64,2% de la superficie viticola.

Edad de las plantaciones

Para esta comarca, y segin censa el catastro de 1979 de Almeria, la distribucién
de la superficie de vifiedo por periodos de plantacion se recoge en la Tabla 20, expuesta

a continuacion. Obsérvese como el vifiedo es més joven en esta comarca. El grueso de
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las plantaciones se realiz6 entre los afios 1946-1960 (casi el 50% de la superficie
actual). Por otra parte, el 25,9% de la superficie corresponde a plantaciones de menos de

30 afios. En cualquier caso, los datos estdn sujetos a actualizacion.

Tabla 20: Superficie de vifiedo por periodos de plantacién

Periodo de plantacién Superficie (%)
Hasta 1930 7,1
1931-1935 6,4
1936-1940 4,5
1941-1945 7,0
1946-1950 12,7
1951-1955 18,6
1956-1960 17,5
1961-1965 8,7
1966-1970 8,5
1971-1977 8,7

Seguin datos de Lescure (1999), en los informes para la obtencién de la mencién
de vino de la tierra y basdndose en una encuesta realizada a los agricultores de la zona,
la edad del viniedo era: 20% entre 1-5 afios, 13% entre 5-10 afios, 32% entre 10-20 afios,

20 % entre 20-40 afios y un 5% con mds de 40 afios.

Portainjertos

Sin lugar a dudas, Rupestris de Lot es el patrén mayoritario (presente en mas del
60% de la superficie de vifedo de Laujar). El éxito de este portainjertos americano
radica en su buena capacidad de exploracion del suelo hacia estratos profundos,
ofreciendo una buena respuesta ante periodos prolongados de sequia. Por otra parte, este

patrén es el recomendado en suelos pizarrosos cuando el contenido en calizas no supera

el 25%.

51




Introduccion

Aunque se ha venido diciendo que Rupestris de Lot favorece la tendencia al
corrimiento de la flor (sobre todo en variedades como Garnacha y Moscatel), lo cierto
es que esto no sucede en terrenos pobres, y siempre puede ser corregido con la poda. El
problema fundamental es de adaptacién del patrén, siendo en este caso la afinidad una

cuestion secundaria. Asi se explica el éxito de este portainjertos en la comarca.

Como deciamos anteriormente, los patrones presentes en la comarca Laujar
(segtn el catastro) son Rupestris de Lot (63,3%), Souderc 161-49 (19,1%), Ripario
Gloria de Montpellier (11,3%), Couderc 3.309 (4,9%), Millardet 420-A (0,6%) y otros,

escasamente r epresentados.

Variedades de viniferas

La Orden de 25 de enero de 1994, por la que se actualizan los anexos de la
Orden de 6 de octubre de 1992, en relacién con la utilizacién de nombres geograficos y
de la mencién “Vino de la Tierra” en la designacion de los vinos de mesa, define como
variedades principales en la comarca viticola Laujar la variedad Jaén Blanco como

principal.

Tradicionalmente, la eleccion de variedades se ha realizado con el dnico criterio
de méxima produccion (variedades productivas que se adaptasen bien al entorno). En

ningtn caso se seleccionaban variedades atendiendo a la calidad de sus mostos.

En cuanto a la comarca viticola Laujar, con derecho a mencién geografica, las
variedades censadas son, segun el catastro viticola y vinicola de 1979 de Almeria, las
siguientes, expuestas con el porcentaje de superficie ocupada respecto al total de vifiedo

(uva de mesa y de transformacién).

Tabla 21: Superficie de vifiedo en funcion de la variedad plantada.

Variedad Superficie (%)
Jaén Blanco 63,8
Macabeo 31,5
Tempranillo 1,1
Jaén Tinto 0,2
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Otras (*) 0,2
Mezcla de variedades 0,3
Sin injertar 2,9

* Calagraiio y Moscatel de Malaga, fundamentalmente

La multitud de variedades en Laujar, que no se recogen adecuadamente en el
catastro, y mucho menos en la Orden Ministerial que define a la comarca, deberia llevar
a un replanteamiento de las variedades principales establecidas en esta ultima (que

unicamente hace referencia a Jaén Blanco)

Segun Lescurre (1999) los dltimos datos realizados para Iniciativas Leader en la
zona de estudio de la presente tesis, Laujar de Andarax, (Figura n° 3), confirman como
variedad y patrén mas frecuentes, la Jaén Blanco y el Rupestris respectivamente, pero,
ya aparece un 6% del total como monovarietales y un 31% de las plantaciones se han
realizado a partir de material certificado (un 67 % de material obtenido del terreno) y en
un 100% se cultiva como cultivo tnico y en secano el 89% (sélo un 7% se riega por
inundacién).

Basandose en los trabajos de Lépez y col. (1997), Garcia y col. (1990), Lescure
(1999) y los datos suministrados por la propia Asociacién de Cosecheros y Productores

de vino de la zona.

Jaén Blanco

La primera referencia bibliografica data de 1513 (Alonso Herrera). Roxas
Clemente la incluye en la Seccién Primera, Tribu IV: Jaenes (Duracinae). Siendo
variedad preferente en la Comunidad Auténoma de Andalucia, tuvo una gran
importancia en Jaén, Almeria, Cérdoba, Sevilla y Granada antes de la filoxera. Su

extension actual en Andalucia se concentra en mds del 80% en La Alpujarra viticola.

Jaén Blanco produce racimos grandes, de compacidad media y con un nimero
muy elevado de bayas. Los granos son de tamafio medio, piel delgada, pulpa no
coloreada y mediano rendimiento de mosto. Sin sabores particulares, su sabor se

clasifica como neutro.
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Fenoldégicamente, la variedad alcanza tardiamente el envero, presentando una

maduracién dificil que depende de las condiciones del medio en que se desarrolla.
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" PRIETO PICUDO

Figura 3: Variedades mas frecuentes en la zona objeto de estudio
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Es una variedad resistente a la sequia y soporta medianamente la clorosis férrica. En
cuanto a los factores bidticos es nula su resistencia a Plasmopara viticola (mildiu),

Uncinula mecator (Oidio) y Botritis cinerea.

Los rendimientos obtenidos con esta variedad pueden considerarse medios
(relativamente con otras variedades, en las condiciones de la comarca, aunque muy
inferiores a los alcanzados en otras regiones viticolas). La riqueza en azicar de su mosto
es media, dependiendo del grado de maduracién, pudiendo alcanzar un alto valor en
estado de sobremaduracién. La acidez es baja aunque en la regién en estudio se
consigue un valor superior al medido para la misma variedad en otras condiciones,

obteniéndose mostos equilibrados.

Agronémicamente, su resistencia a la sequia y su sensibilidad a la podredumbre
la hacen indicada para terrenos ligeros, francos o franco-arenosos. De ella se ha dicho
que es la variedad que mejor sufre los cambios bruscos de temperatura (segin ocurre en
los veranos alpujarrefios). En cuanto a la poda, se adapta bien a los distintos sistemas,

aunque la poda redonda o en pulgares es la mas adecuada.

Existen diversas opiniones en cuanto a su valor enoldgico. La calidad de sus
vinos depende, claro estd, del grado de madurez que pueda alcanzar. Tradicionalmente
se la ha destinado en la comarca a la produccién de aguardiente, obteniéndose un
producto de mucha calidad. Sin embargo, los vinos monovarietales obtenidos de ésta
eran en 1910 para Viala y Vermorel mediocres, dsperos y poco agradables para

consumir puros al ser variedad tardia y de maduracidn dificil.

Tempranillo

Variedad asi denominada por Simén de Roxas Clemente (que la incluye en la
Tribu I de la Seccién Primera en la clasificacién recogida en su “Ensayo sobre las
variedades de la vid comin que vegetan en Andalucia”, en 1807) entre los Listanes o

Forenses.

Tempranillo o Cencibel es una variedad tinta riojana cuya presencia en
Andalucia es muy pequefia (s6lo censada en muy pequefia proporciéon en Granada,
introducida como variedad mejorante, de la que no se tiene constancia de su presencia

antes de la filoxera). Autorizada por el Consejo Regulador de Rioja, es para Larrea
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Redondo (1974) la base de los vinos riojanos. Es variedad autorizada para vinificacién

en la Comunidad Auténoma de Andalucia.

De racimo colgante de tamafio medio y compacidad media, mas bien conico,
presenta bayas de tamafio pequefio y piel gruesa, epidermos de color azul-negro y pulpa

no coloreada. No presenta sabores particulares.

Tempranillo es una variedad de recoleccién bastante precoz, adelantando su
madurez unos 15 dias a Garnacha Tinta (segin Larrea Redondo, 1978). Madura mejor

cuando estd en ladera que en terreno bajo.

Los rendimientos obtenidos con esta variedad pueden considerarse medios
(relativamente con otras variedades, en las condiciones de la comarca). La riqueza en

azicar de su mosto es alta y su acidez media.

Agronémicamente se comporta bien en la mayoria de los terrenos, y es

altamente resistente al frio. Se adapta bien a la poda corta.

En cuanto a su valor enolégico, produce mostos de color intenso bien
equilibrados. Aristoy Cencillo (1976) afirma que presentan un bajo contenido en
oxidasas obteniéndose vinos de gran aroma, bien grado alcohdlico y bastante color,
siendo éste muy estable. Tempranillo estd considerada entre las mejores variedades

tintas espafiolas.

Jaén Tinto

Simén de Roxas Clemente la contempla en la Tribu IV de la Seccién Primera en
su clasificacion (“Ensayo sobre variedades de la vid comin que vegetan en Andalucia”,

1807) como Jaén Negro de Granada o Crescencii.

No se dispone de datos acerca de la variedad que no sean procedentes de los
propios agricultores de la comarca. Estos afirman que es variedad muy productiva y
bien adaptada a las condiciones fisicas de la comarca, lo que para ellos resulta
suficiente. Su piel es fina, de color castafio-oxidado, y su pulpa no coloreada. De grano

esférico y tamano medio, es, para los viticultores, buena de comer.

Agronémicamente, segin se ha apuntado, su comportamiento es bueno en la

zona, no presentando problemas de plagas o enfermedades.
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En cuanto a su valor enoldgico, la mezcla con otras variedades en la elaboracién
de tintos y rosados no permiten separar sus caracteristicas, no contando en el momento

con valores de riqueza en azucar y acidez atribuibles a la variedad.

I1.A.3.- Técnicas tradicionales de cultivo

La formacion en pie alto estd presente en el 34,5% de la superficie de la
comarca, segin se censa en el catastro viticola y vinicola de Almeria de 1979,
ajustindose a la proporcion de uva de mesa (33%). No obstante, debe decirse que no
todo el vifledo asi formado se destina a tal fin, siendo frecuente, asimismo, formacion en

pie bajo con variedades de uva-fruta.

El marco real es el de mayor presencia en Laujar, como se muestra en la Tabla
siguiente siendo practicamente inexistentes las plantaciones en linea (explicable por las

buenas condiciones fisicas del entorno).

Tabla 22: Técnicas de cultivo por municipios

Municipio Pie bajo Pie alto
Marco real Tresbolillo
Alcolea 28,8 7,9 63,3
Fondon 23,6 - 76,4
Laujar de Andarax 79,1 5,1 15,8
Resumen comarca 61,8 3,7 34,5

Existe alguna parcela en Laujar de Andarax en la que se estd ensayando la
disposicién del cultivo en espaldera. Debe decirse a este respecto que en esta comarca
es indicada a priori la realizacion de este tipo de poda, ya que las condiciones del
terreno lo permiten y es acorde con el grado de intensificacion de las explotaciones en la
zona. No obstante habrd que esperar resultados (la plantacion en cuestiéon no tiene mas
de dos afos). Seria necesaria, en cualquier caso, una adecuada formacién de los

podadores, pues este sistema requiere cierta especializacion.
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El Valle del Alto Andarax contrasta fuertemente con las duras condiciones
fisicas alpujarrefias. Constituye una llanura con cierta disponibilidad de agua procedente
de la sierra, lo que da lugar a sistemas agricolas bien planificados en muchos de los
cuales es posible el riego. Esto da lugar a una mayor intensificacién de los cultivos, que
si bien son mayoritariamente almendros, vifias e higueras, nada tienen que ver con lo

expuesto en las generalidades de la agricultura en La Alpujarra.

Una hectdrea de vifiedo posee en torno a los 3000 pies. Aunque no se dispone de
datos acerca del modo en que se efectuaron las plantaciones mds antiguas existen
motivos para sospechar que fueron realizadas del mismo modo que en la vecina

Contraviesa.

La mayor parte de las vifias presenta una poda en cabeza mas alta que la
realizada en la comarca Contraviesa-Alpujarra, argumentando los agricultores que el
viento en Laujar no es tan limitante como en la otra zona. Es también frecuente la

formacién en vaso en las plantaciones mas jovenes.

El grado de mecanizacion del cultivo es muy alto, segin se ha dicho
anteriormente. El laboreo se realiza con tractores en la prictica totalidad de las
explotaciones. Los agricultores realizan varios pases de cultivador cruzados a lo largo
del afio y no se realizan labores profundas. Es frecuente el desyerbado quimico en los
pies para evitar la cava manual (reduciendo costes de esta forma). La poda de vifias se

realiza en enero. No es practica habitual la poda en verde.

En cuanto a la fertilizacion, la bisqueda de una alta productividad unida al bajo
coste del abono inorgdnico y a una climatologia benigna da lugar a un exceso de
abonado nitrogenado. El abono suele ser complejo, aportindose al mismo tiempo
fosforo y potasio en abundancia ante el desconocimiento de la riqueza mineral del
sistema edéfico y de sus posibles carencias consecuencia de la extraccién anual del
cultivo. La “lejania” de los laboratorios oficiales no propicia la iniciativa de los
agricultores para realizar andlisis quimico de sus suelos, de los que existe un
desconocimiento real, preocupante en este caso por el grado de intensificacion de los
sistemas agricolas en la comarca. Debe decirse ademds que la mayoria de los
agricultores no buscan la calidad de sus caldos, sino maximizar su produccién de uva, a

pesar de que muchos de ellos elaboran sus propios vinos.
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No existen graves problemas de plagas y enfermedades en la comarca que
dificulten el desarrollo normal del cultivo. Como ocurre en toda La Alpujarra, la alta
diversificacion de la Agricultura y las caracteristicas climdticas no favorecen su
proliferacidn. No es frecuente la aplicacion de agentes fitosanitarios, aunque se lucha de

forma preventiva contra el Oidio con tratamiento de azufre.

El rendimiento medio del cultivo oscila en torno a los 5000-6000 kg./Ha. No
obstante, depende, por supuesto de la edad del vifiedo, la variedad, la técnica de cultivo
y la climatologia del afio. Potencialmente puede llegarse a los 9000 mg/Ha, y hay pocas

vifias a las que se le vendimie menos de 3000 kg./Ha.

1. A.4.- Proceso de maduracion de la uva

La evolucion de la uva se divide en cuatro periodos (Peynaud, 1989; Mareca, 1980;
Vogt, 1984):

1.- El periodo herbaceo que va desde el cuajado, hasta el envero, momento en que
la uva cambia de color. Durante este periodo, la uva es verde, coloreada por la clorofila, y
presenta una consistencia dura. S6lo contiene 20 g. de azucares por Kilo y casi otro tanto
de acidez.

2.- El envero que corresponde a la época fisiolégica de la coloracion de la uva. Al
mismo tiempo el grano engorda y adquiere elasticidad. El fendmeno es muy brusco. El
azucar de las uvas aumenta de modo repentino.

3.- El periodo de la maduraciéon que comprende desde el envero al estado de
madurez. Durante los cuarenta o cincuenta dias que dura, la uva sigue engordando,
acumula azicar y va perdiendo acidez.

4.- La sobremaduracion sucede a la maduracién cuando la uva permanece mucho
tiempo en la cepa. El fruto vive de sus reservas, pierde agua y su zumo se concentra.

Durante la maduracidn, el grano de uva sufre una serie de cambios fisicos y
quimicos muy importantes.

a.- Cambios fisicos.- Siempre que las condiciones climaticas sean favorables, hay
un aporte de agua continuo hacia el fruto. El principal cambio, es el aumento de peso y
volumen de las bayas, con una disminucién de la rigidez de la piel y de la pulpa, y el
consiguiente aumento del porcentaje de pulpa.

b.- Cambios quimicos.- Son cuantitativamente distintos en las diferentes partes del

fruto, pero, cualitativamente bastante parecidos.
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- Almacenamiento de azticares.- La brusca aparicion de azucares a partir del envero
se explica por la migracién repentina de las reservas de la cepa (hojas y partes lefiosas de la
vid) que son transferidas al fruto, por un aporte diario debido a la actividad fotosintética de
las hojas durante toda la fase de maduracion. Esta tltima actividad, por tanto, dependerd de
la climatologia, y asi que la calidad de una cosecha estard en funcién del soleado de los
meses de Agosto y Septiembre.

- Disminucion de la acidez.- La composicion 4cida de la uva ha sido aceptada
como el factor mds importante que determina la calidad de sus productos derivados,
especialmente del vino. Se produce una progresiva disminucion de la acidez, debido que al
engrosarse el grano, ésta se diluye por un aporte continuo de agua intracelular y por otro
lado los acidos madlico y tartirico pasan a anhidrido carbdnico y agua, dicha combustion
viene condicionada por la temperatura. Ademas el 4cido mdlico se transforma en aziicar al
final de la fermentacion.

También los iones potasio, calcio y magnesio al incorporarse formando tartratos y
bitartratos, modulan el fenémeno del movimiento del agua.

La evolucion del valor de PFO (polifenoloxidasa), fundamentalmente de la
Tirosinasa, nos revela una actividad alta al inicio de la maduracién que decrece en plena
maduracidn y vuelve a ser ascendente en sobremaduracion. Por lo tanto, una vendimia
"verde" presentard inestabilidad oxidasica ante polifenoles lo mismo que una vendimia
sobremadura. Sin embargo, el sustrato polifendlico de vendimia verde es bajo y el efecto
oxidasico patente, mientras que en uva sobremadura la actitud de deterioro oxiddsico de
polifenoles puede ser inapreciable.

Respecto al aroma y la maduracién, se opina que la uva a media maduracién
presenta un valor aromético superior al presentado en sobremaduracion. Sin embargo en
materia de aromas, no se sabe mucho y se admite que las uvas a mayores graduaciones
glucométricas pueden presentar una olfacién directa pobre pero puede generar en
fermentacion aromas de fruto por actuacion ante precursores de aromas que no tienen valor
olfativo en el mosto.

La materia polifendlica total presenta un valor ascendente en maduracion,
asimilable al de la riqueza glucométrica. Sin embargo, los Antocianos presentan un valor
creciente rapido al inicio de la maduracion para después estabilizarse y decaer en
sobremaduracion. Los flavonoides formados al principio son los de manifiesto color

amarillo acumulédndose después los incoloros que se vuelven amarillos al oxidarse.
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A su vez la maduracién supone no sélo una acumulacion progresiva de polifenoles
sino que éstos van presentindose con peso molecular mayor, excepto en sobremaduracién
en que pueden existir degradaciones. Interesa conocer, no sélo el contenido en polifenoles,
sino también su estado de condensacion.

Se produce un ascenso del contenido en nitrogeno total de la uva y un cambio
cualitativo desde forma amoniacal en envero a proteinas en la maduracién con fuerte
incremento de prolina, arginina y treonina. Después, al fermentar, desaparece rapidamente
el nitrégeno amoniacal, decaen los aminoacidos, péptidos y proteinas y no tanto la prolina
que es absorbida por la levadura y finalmente sintetizada por ésta y cedida, resultando
como balance, un leve descenso.

Entre los factores que afectan a la madurez, y por tanto a la calidad del producto
obtenido, se pueden distinguir (Cabezudo y col., 1988 y 1992; Barros, 1986):

a.- Los no controlables una vez que se ha plantado el vifiedo, y que son: variedad,
tipo de portainjerto, edad del vifiedo, orientacién, densidad del marco, condiciones
climdticas y ciertas caracteristicas del suelo.

b.- Los "controlables", en mayor o menor grado, entre los que cabe citar:
insolacién, humedad del suelo, condiciones de cultivo, nutricion mineral, fertilizacion, etc.

Asi, los factores climatoldgicos y el momento de recoleccion de la uva, juegan un
papel muy importante en el metabolismo de los fenoles. Una temperatura demasiado
elevada produce combustién de azucares y por lo tanto, no hay acumulacién de pigmentos.
Si las temperaturas nocturnas eran similares a las diurnas, las uvas tintas adquirian mayor
coloracion, por el contrario una temperatura diurna de 35 °C no les era favorable y por
dltimo el contenido en polifenoles depende de la pluviometria, cuanto mds lluvioso es el
afio menor serd el contenido polifendlico.

También se ha sefialado, que en los suelos ricos en nutrientes minerales disponibles
y con suficiente reserva de humedad, pueden obtenerse elevados rendimientos, aunque la
calidad de los vinos deja mucho que desear si se compara con la obtenida en zonas con
suelos pobres. Si el nivel de humedad es alto durante la maduracién, las uvas son mds ricas
en dcido tartdrico que si la humedad del suelo es baja. Los suelos arcillosos producen en
general uvas mds dcidas y menos delicadas, ricas en pigmentos y taninos, en tanto ciertas
variedades cultivadas en suelos calizos poseen un mayor contenido de componentes

voléatiles (Amerine y Ough, 1976).
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Recientemente, para la determinacion de la madurez de la uva, se utilizan los
indices tecnoldgicos de madurez, en los que ademds de la cantidad de azicares y la acidez
total, se determinan, el pH, compuestos fendlicos, terpenos, acido tartirico y adcido maélico.
Para realizar con rapidez estos andlisis, se han puesto a punto métodos especiales, como es
un ensayo rapido de determinacién de terpenos volatiles y de sus precursores, debido a

Dimitriades y Williams (1984).

La fecha de vendimia ha sido tradicionalmente a mediados de octubre, antes que
en La Contraviesa. Como en esta comarca, tampoco se realiza un seguimiento de la
maduracion en funcidén de la variedad. La recoleccion es indiscriminada, mezclando
variedades tintas y blancas para obtencién de vino rosado, aunque una mayor
planificacién en las plantaciones coloca a esta comarca en mejor disposicion para el
establecimiento de una vendimia racional. La cooperativa de la comarca, para la
elaboracién de vinos blancos y tintos estd iniciando en la zona una distincién por
variedades. Aunque con una andadura corta y algunos problemas técnicos, se propone
establecer un control sobre la maduracion de las variedades que le interesan, para
establecer en funcion de éstas, el momento idoneo de vendimia de cara a la obtencion de
vinos afrutados de menor grado alcohdlico que el rosado tipico de Laujar. Pero esto no
es lo tradicional. Lo cierto es que una sobremaduracion en el momento de cortar los
racimos ha sido lo buscado por los viticultores, siempre con objeto de alcanzar el
maximo grado alcohdlico, por motivos culturales y como proteccion de sus vinos ante el
desconocimiento de las técnicas enoldgicas de conservacion (Belitz y Grosch, 1985).

El transporte de la vendimia al lagar se realiza en remolques de forma

generalizada.

ILB.- Obtencion Y Caracteristicas Del Mosto

Una vez cortados los racimos, se transporta lo mds rdpidamente posible para evitar
el aplastamiento y el amontonamiento y se liberan con la mayor rapidez posible de
escobajos, es lo que se conoce como desrasponado, desgranado o despalillado de las uvas.
Luego se estrujan, muchas veces, las maquinas despalilladoras, estin asociadas a las
estrujadoras.

Un buen despalillado no debe dejar las uvas sin desgranar, debe separar la

totalidad de los escobajos, no arrancando los pedicelos ni golpeando o aplastando los
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pedinculos y los escobajos evacuados no deben ser impregnados del jugo. El despalillador
como la estrujadora debe respetar los tejidos del racimo.

El estrujado consiste en romper el hollejo de la uva de modo que libere la pulpa y
el zumo, puede ser mds o menos intenso segtin que el hollejo sea simplemente aplastado o
triturado. El modo de estrujado, repercute sobre toda la vinificacién. En todos los casos, el
estrujado, debe hacerse sin laminado de las pieles, trituracion de las pepitas ni dilaceracion
de los raspones.

Existe una estrujadora-despalilladora centrifuga que dan un rendimiento importante
de trabajo, pero ejercen una accién muy brutal sobre las uvas.

A continuacién se prensan en lagares mecdnicos, en ocasiones, de funcionamiento
continuo como prensas de huso o de tornillo, prensa hidraulica, prensa neumaética, etc. en
los que se separa el jugo de la uva o mosto de la masa de uvas o bagazo.

Segtn la forma de obtencidn, se pueden distinguir tres tipos de mosto:

- Mosto flor.- El mosto fluye sin ejercer presion.

- Mosto de prensado.- Se obtiene por prensado de la masa de uva.

- Mosto de extraccion.- Se hace un esponjado del bagazo y se vuelve a prensar.

I1.C.- Técnicas de Vinificacion en la Zona.
Estin basadas en los datos aportados por la Asociacidén de Cosecheros de la zona

y la Direccién Técnica de la Cooperativa “Valle de Laujar”.

II.C.1.- Vino tradicional

La produccién de este tipo de vino ha quedado reducida a pequefias bodegas
familiares que no comercializan, al menos tedricamente, su produccién. No obstante

comentaremos algunos aspectos relativos a la metodologia enoldgica.

El vino tradicional, es un vino rosado péalido consecuencia de una vinificacion en
blanco (y aqui difiere del tipo Costa en la que se ha practicado en ocasiones una
maceracidon parcial) y de una proporcidon varietal blanca/tinta del orden de 2:1
(variedades blancas:tintas). La riqueza varietal en la zona, siendo grande, es

sensiblemente inferior a la de Contraviesa.

La vendimia, sobremadura, se incorpora al lagar en remolque. Indicaremos en

este punto, que en la actualidad, las bodegas familiares no suelen tener lagar. El
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tratamiento mecdnico del producto suele realizarse en un lagar comin, propiedad de un
particular, que realiza el servicio a cada bodeguero. No se realiza despalillado ni
estrujado, ni separacion de calidades por prensadas. El rendimiento del prensado no
supera el 65%. No se realizan controles al mosto distintos de su riqueza en azicar en

ocasiones muy excepcionales.

El mosto es posteriormente transportado a depdsitos de cemento (generalmente
sin recubrimiento de uso alimentario) sin tratamiento previo de sulfitado o desfangado,
por lo que una cierta maceracion es inevitable. Las bajas temperaturas (a pesar de que la
vendimia suele adelantarse a ésta) ralentizan el arranque de la fermentacién con los
consiguientes peligros que esto conlleva, y es comtn que ésta no llegue a completarse.

El vino queda algo azucarado y estd muy expuesto al picado acético.

El contacto del vino con las lias es casi permanente. No suele practicarse
trasiego alguno o, si se realiza, es tardio (“el vino debe estar en contacto con las

madres”). Asi, no es de extrafiar la presencia de olor a sulthidrico.

En cuanto a la conservacidon del producto acabado, la quema de pajuelas de
azufre en unos casos y la adicién de metasulfito potdsico en la dosis indicada por el
farmacéutico del lugar en otros hacen del sulfitado una practica dificilmente controlable

por el pequefio bodeguero, que no realiza control analitico alguno sobre su producto.

No se realizan controles de acidez. Siendo la acidez potencial de los mostos
(relacion medio fisico-variedad) inferior a la propiciada en La Contraviesa, no es un
sabor primario demandado por el consumidor de este vino, que, no obstante, queda

desprotegido de alteraciones microbioldgicas.

El producto no suele someterse a crianza en madera. Tampoco se realiza
clarificacién distinta de la precipitacion y decantacién natural en funcién de la

temperatura segtn la estacidn, no se estabiliza el vino.

Una tendencia a ampliar el mercado ha dirigido la produccién de vino hacia
otros tipos, de muy distintas caracteristicas al tradicional. Ahora bien, esta nueva
tendencia ha desplazado totalmente al vino tradicional con el nacimiento de una
Sociedad Cooperativa Andaluza que procesa la mayor parte de la produccion comarcal,
siendo la produccién del rosado tradicional casi testimonial. Estos nuevos vinos, blanco,

rosado y tinto, buscan en un menor grado alcohdlico y mediante aplicaciéon de moderna
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tecnologia una mayor juventud en los caldos, en base a los aromas primarios de origen

varietal, haciéndolos mds ligeros.

II.C.2.- Vinos actuales

En el caso de la vinificacién en blanco (blanco y rosado), el prensado del
producto se realiza inmediatamente. La operacion de prensado incrementa su
rendimiento en este tipo de productos, debido a que quien los elabora dispone
normalmente de equipos mdas potentes. No es generalizado distinguir calidades por

prensadas, aunque se realiza en algunas bodegas ocasionalmente.

El mosto se transporta a pocillos de decantacién donde, tras un ligero sulfitado
tiene lugar el desfangado. Esto es lo deseable, pero no es comun por la carencia de
instalaciones en la mayoria de las bodegas, que trabajan con el equipamiento
tradicional, aunque poco a poco lo van adaptando a las nuevas exigencias. La sulfitacién
se realiza empleando metasulfito potésico, y excepcionalmente (s6lo la Cooperativa de

reciente creacién) en forma de anhidrido sulfuroso liquido (gas licuado).

El control analitico de los mostos, como en el rosado tradicional, se reduce
generalmente al empleo de un pesamostos como indicador de la riqueza en azicar. En
algunas bodegas se llega a medir el pH con un pH-metro de bolsillo, tomando como
indicacion para la correccion de acidez este parametro, que de hacerse (no es necesario
todos los afios) se realiza con dcido tartarico en dosis no superior a la establecida por la

legislacion

La fermentacion tiende a realizarse en depdsitos de acero inoxidable, de
capacidad variable, aunque superior a las cubas troncocdnicas de roble o castafio
tradicionales. No obstante, sigue siendo comin la fermentacién en madera. Las
diferencias en los vinos debidas al material del envase son importantes. Se va
extendiendo el empleo de levaduras seleccionadas para acelerar el comienzo de la
fermentacién. En cuanto al control de la temperatura, s6lo la Cooperativa puede
realizarlo, por disponer de la tecnologia adecuada. El resto de las bodegas, sin tener
capacidad para ello, no suelen necesitarlo en la mayoria de los casos debido a que la
fermentacion se realiza en depdsitos de pequefio volumen y las temperaturas exteriores

son bajas en la época en que ocurre el proceso fermentativo. En cualquier caso, en un
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vino blanco o rosado que se quiera mantener joven, la fermentacién no debiera ocurrir
por encima de 16-18°C. Pero en pequefios envases, en el microclima de las bodegas, no
se suele superar mucho esta temperatura, y existen otras cuestiones prioritarias de cara a
una inversion, y otros factores limitantes en lo que se refiere al mantenimiento de

caracter afrutado.

Finalizado el proceso bioldgico, en el vino ya seco tiene lugar una clarificacién
espontdnea, tanto més eficaz cuanto menor es el recipiente vinario, y siempre que no se
hallen presentes coloides protectores, procedentes sobre todo de vendimias podridas, lo
que no suele ser el caso en la comarca. Cuando se trata de grandes volimenes es
recomendable el encolado y/o la estabilizacion fisica de los vinos. En instalaciones de
cierta importancia se estd extendiendo el empleo de bentonita como coadyuvante de la
clarificacién y estabilizacion previa del vino blanco sobre todo. Mds raro es su empleo
en rosado ante el miedo de la ligera pérdida de color que el tratamiento puede ocasionar.
Posteriormente, el vino es trasegado y sulfitado. Un retraso en el primer trasiego puede
ocasionar olores desagradables de peligrosa y costosa correccion. No es comin el

empleo de otras técnicas estabilizadoras de los vinos.

En cuanto a la vinificacion en tinto se distingue de la de blanco en el proceso de
maceracion de los orujos en los estadios previos y paralelos a la fermentacion, del que
depende la intensidad colorante del producto final que es uno de los pardmetros mas

importantes en el producto.

La vendimia, despalillada y estrujada, debe ser sulfitada ligeramente e
introducida en los dispositivos de encubado, que no son otros que las propias cubas
troncocénicas de madera de roble o castafio tradicionales 0 mds modernamente de acero
inoxidable. En cualquier caso se trata siempre de envases abiertos con sombrero flotante
y encubados cortos. El seguimiento de la intensidad colorante es cualitativo. Aunque
son deseables algunos remontados, su ejecucidén no suele realizarse, por carencia de
equipos para ello. En el descube hay quien separa el “vino de yema” como calidad
distinta del de prensa, aunque no es lo habitual. El vino que procede del prensado
posterior de los orujos (aproximadamente un 15% del total, dependiendo del tipo de
prensa) proporciona color y cuerpo, lo que es necesario en muchas ocasiones. Si es mas
comun una evolucién de la fermentacién por separado, mezcldndose los productos una

vez acabados en proporcion que depende de la calidad por separado de los mismos.
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No se realizan seguimientos de la fermentacién malolactica. Aunque lo normal
es que se produzca, es presumible que como consecuencia del método de encubado y el
sulfitado al finalizar la fermentacidn, normalmente enérgico por miedo a alteraciones, la
retrase considerablemente en algunas ocasiones, o incluso nunca llegue a producirse. No
suelen emplearse clarificantes en tinto. El desconocimiento de técnicas especificas por

los bodegueros y el miedo a la pérdida de color son las principales razones.

La conservacion de los vinos (tintos, rosados y blancos) se realiza en los propios
depositos de fermentacion hasta su embotellado. En ocasiones se trasvasa a barricas
donde se conserva durante algunos meses. No existe experiencia sobre el
comportamiento en madera de estos vinos.Previo al embotellado, sélo una bodega (la

Cooperativa) aplica refrigeracion-filtracion.
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IIL- FACTORES MICROBIOLOGICOS

ITI.A.- Antecedentes Historicos

Es mas o menos cierto, que el vino, al igual que la cerveza, tuvo su origen
cuando el hombre comenz6 a domesticar las cosechas, y experimenté la necesidad de
almacenarlas. En el caso de las uvas, las fermentaciones se desarrollaron de forma
espontinea, dando lugar a un producto con propiedades estimulantes y vigorizantes,
pero también es cierto que el producto obtenido no era siempre muy apetitoso. Con el
paso del tiempo el hombre comenzé a dominar el cultivo de la vid y ciertas etapas de la
tecnologia del vino. A lo largo de los siglos, la etapa fundamental que constituye la
fermentacion alcohdlica del jugo de la uva permanecid sin explicacion y, por tanto, sin
control. Por esto en la Edad Media los vinos se completaban con miel, especias o
pimiento, para atenuar ciertos defectos de la fermentacidon (Duteurtre, 1990).

La enologia neta nace con los primeros descubrimientos del mundo microbiano.
A mediados del siglo XVII el holandés Antonio Van Leeuwenhoeck, ayudado por un
microscopio rudimentario construido por el mismo, observé los microorganismos que se
encuentran presentes en el mosto de uva en fermentacién, reconociendo la naturaleza
organizada de los mismos. Dos siglos mds tarde el francés Desmazieres, con una mejor
técnica microscOpica confirma el hasta ese momento silenciado descubrimiento del
holandés. Posteriormente a que la ecuacion de la fermentacion alcohdlica fuera
establecida por Lavoisier y Gay Lussac, C. Cagnard-Latour, Th. Schwann y F. Kiitzing
demostraron de forma independiente que la levadura que aparece durante Ia
fermentacion alcohdlica era una planta microscdpica y que la conversion de los aziicares
en alcohol etilico y diéxido de carbono era una funcién fisioldgica de la célula de
levadura. De esta forma, cuando Pasteur aborda el tema, a mediados del S. XIX, en solo
cuatro afios descubre las fermentaciones alcohdlica y lactica, demuestra la correlacién
estructura-funcion, etc. En 1857, Pasteur enuncid su teoria vitalista de la fermentacion,
segln la cual, ésta se realizaba en el interior de células vivas; llegd por primera vez a la
obtencién de cultivos de levaduras diferentes, estableciendo el origen y ciclo de algunas
de éstas en la naturaleza, demostrando su ausencia en la superficie de uvas verdes, y en

cambio, su presencia cuando estin maduras, adheridas a través de la pruina, capa cerosa
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que rodea al grano de uva maduro. Finalmente, establece el origen bacteriano de
algunas de las enfermedades del vino (Stanier y col., 1991).

Posteriormente otros autores profundizan en el estudio de las levaduras como
grupo auténomo taxondmicamente estable. Entre estos, destacar al danés Hansen que
establece los fundamentos de la taxonomia de las levaduras, fija las técnicas de
aislamiento y la determinacién de los caracteres fisioldgicos y morfoldgicos, criterios
taxonémicos y sistemadticos de clasificacion. El francés Guilliermond es el iniciador de
la citologia de los organismos unicelulares en estado de vida libre y, describe la
estructura interna de la célula. Por dltimo, hemos de mencionar al danés Winge por su
contribucioén al estudio de la genética de las levaduras.

A partir de las experiencias de Miiler-Thurgau, que pone a fermentar un mismo
mosto estéril con solo levadura eliptica, y aparte, con una mezcla de eliptica y
apiculada, se comprueba en los fermentados resultantes la accién depresiva de la
levadura apiculada sobre la eliptica, proponiendo en consecuencia el alejamiento de la
apiculada del proceso fermentativo. Se vislumbra a partir de este momento el concepto
de fermentacién pura. Esta técnica, unida al uso més racional de anhidrido sulfuroso que
se venia aplicando de forma empirica, perfilan nuevas modalidades fermentativas
determinadas por factores bioldgicos

Parece ser que fue en Perugia (Italia) y, gracias a la tenacidad de Gino de Rossi,
discipulo de Roux y colaborador de Castelli, donde nace la microbiologia enoldgica.
Estos autores, en un trabajo iniciado en 1933 sobre un mosto de la Umbria, establecen
las directrices y técnicas a seguir en la toma de muestras, momentos en los que han de
realizarse los bancos de diluciones, criterios taxondmicos y sistemdtica aplicable a la
clasificacion de las cepas aisladas. A partir de este trabajo, Castelli y sus colaboradores
comienzan con el estudio de la flora levaduriforme de todas las regiones de Italia e
Israel (Ifigo, 1984)

El estudio de los agentes fermentativos de los mostos de uva espafioles se inicid
en La Mancha (Castelli y col.,, 1957) y ha sido continuado durante las décadas
posteriores hasta poseer en la actualidad conocimiento de la flora levaduriforme de la
totalidad de las Denominaciones de Origen de Espaifia.

Las levaduras presentan un papel muy relevante en la calidad del vino. Es por
esto que, la identificacion y clasificacion de las especies de levaduras que intervienen en

las fermentaciones espontdneas de los mostos, permite conocer las posibilidades
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enoldgicas reales que tiene el vino. Asi, como hemos comentado, diferentes estudios
sobre la caracterizacion de la flora levaduriforme fermentativa han sido realizados en
numerosas partes del mundo, asi como en Espafia (Quesada y col., 1992). Actualmente
se conoce de manera precisa las especies de levaduras predominantes en cada etapa de
la fermentacidon, pero esta distribucion es potencialmente distinta segin las zonas
vitivinicolas (Briones y col., 1995). Como comentamos, no cabe duda que la flora
levaduriforme presenta gran importancia en la calidad final de un vino. Hansen, de la
Cervecera Carlsberg, fue el primero, en 1884, en observar la ventaja de emplear cepas
de levaduras puras. La cerveza resultante se presentaba notablemente mejorada, siendo
esta técnica generalizada a partir de entonces en cerveceria.

En enologia, esta practica fue preconizada por Georges Jacquemin que
comerciaba cerca de Nancy, a principios de siglo, de extractos liquidos obtenidos a
partir de cepas de levaduras aisladas de “grands crus®. En su libro Las fermentaciones
racionales (1900), preconiza el empleo de levaduras seleccionadas y piensa que, si una
levadura no puede transformar un vino ordinario (corriente) en un ‘“gran vino*, una
levadura bien seleccionada mejora la calidad media de un vino y hace que el trabajo del
vinificador sea menos aleatorio. El interés de seleccionar las levaduras es por tanto

evidente en el en6logo (Lemaresquier y col. 1995).

IIL.B.- Caracteristicas Generales De Las Levaduras

El término levadura, al igual que sucede con el término moho, se emplea de forma
habitual, si bien su definicidn resulta dificil de precisar. Se puede referir a aquellos hongos que,
generalmente no son filamentosos, sino unicelulares y de forma ovoide o esferoide, y que se
reproducen por gemacién o por fisién. (Mossel y col., 1985).

Como hemos comentado, las levaduras son hongos unicelulares durante todo o
parte de su ciclo vegetativo. Aproximadamente 7000 afios a.C. ya se producia cerveza
en Sumeria. El vino se producia en Asiria en el 3500 a.C. y en la antigua Roma existian
entorno a 250 panaderias alrededor del 100 a.C. Asimismo, la leche ha sido
transformada en Kefyr y Koumiss empleando especies pertenecientes al género

Kluyveromyces en Asia durante cientos de afios (Kurtzman y col., 1998).

III.B.1.- Caracteristicas morfoldgicas: Como ya hemos dicho, la mayoria de las

levaduras son hongos microscépicos que no forman micelio, y por lo tanto, se presentan
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como células sencillas. Por lo que respecta a la morfologia de estos microorganismos,
pueden presentar forma redondeada, ovoidea o elongada, siendo relativamente constante
para la misma especie. No obstante, en numerosas ocasiones, para describir la forma
vegetativa de las levaduras se emplean los términos de esférica, ovoide, alargada,
cilindrica, triangular e incluso alargada, constituyendo un verdadero micelio o un falso
micelio. Podemos asimismo afirmar que existen formas celulares caracteristicas, como
por ejemplo, las levaduras del género Dekkera (forma imperfecta: Brettanomyces). Las
levaduras pertenecientes a este género tienen células ojivales: redondeadas por un
extremo y puntiagudas por el otro.

Por lo que respecta al tamafio de las células, éste puede variar mucho segutn las
distintas especies. De esta forma, por lo que respecta a la anchura el rango oscilade 1 a
10 um, mientras que el mismo es de 2-3 wm a 20-50 wm para la longitud.

Las levaduras se encuentran encuadradas dentro de las Eucariotas puesto que
presentan un nicleo diferenciado y orgdnulos subcelulares como pueden ser el reticulo
endopldsmico y las mitocondrias. Dentro de su estructura, las partes que pueden ser
observadas son la pared celular, el citoplasma, las vacuolas de agua, los glébulos de
grasa, y los granulos (metacrométicos, de albimina o de almid6n). Para la observacion

del nidcleo son necesarias técnicas de tincion especiales.

II1.B.2.- Clasificacién de las levaduras: Desde un punto de vista taxondmico, es
un grupo de microorganismos muy heterogéneo, que ya en 1984 comprendia 60 géneros
y unas 500 especies (Kreger-Van Rij, 1984), y que en la dltima revisién engloba 100
géneros que contienen alrededor de 700 especies (Kurtzman y col., 1998).

La clasificacion de las levaduras segtn, Barnett y col. (1990), puede observarse
en la el siguiente esquema, si bien, segin ya se ha expuesto, la ultima de las revisiones
llevadas a cabo ha modificado la misma. La nueva, que no definitiva, de estas

clasificaciones se puede encontrar en el Anexo 1y 2.
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Clasificacion de las levaduras (Barnett y col., 1990)

Fungi (Reino)
Eumycota (Division)
Ascomycotina (Subdivision)
Hemiascomycetales (Clase)
Endomycetales (Orden)
Spermaphthoraceae (Familia)

Sacchromycetae (Subfamilia)
Nadsonioideae (Subfamilia)
Lipomycetoideae (Subfamilia)

Saccharomycetoideae (Subfamilia)

Basidiomycotina (Subdivision)

Ustilaginales (Orden)
Filobasidiaceae (Familia)
Tremellales (Orden)
Tremellaceae (Familia)
Deuteromycotina (Subdivision)
Blastomyces (Clase)
Cryptoccocaceae (Familia)

Sporobolomycetaceae (Familia)
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En el siguiente esquema se exponen las principales especies de levaduras asi

como algunos de sus sinbnimos mds importantes:

Ascomicotina
Hemiascomicetos
Endomicetales
Saccharomycetoideae
Kluyveromyces fragilis
Saccharomyces cerevisiae (sin S. ellipsoideus, S.italicus)
Saccharomyces exiguus

Torulaspora delbrueckii (sin S. rosei)

Zygosaccharomyces bailii (sin S. bailii)

Deuteromicotina
Blastomicetos
Cryptococcaceae

Candida utilis

Las levaduras pertenecen a dos tipos de hongos que se diferencian por su aptitud
para formar o no esporas de origen sexual. El primero de estos grupos esta constituido
por los Ascomicetos (subdivision Ascomycotina, levaduras verdaderas o levaduras
aspordgenas). Un segundo grupo es el representado por los Deuteromicetos (subdivision

Fungi Imperfecti o Deuteromycotina, levaduras falsas o levaduras esporégenas).
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La clasificacién de las levaduras atendiendo a esta caracteristica se detalla a

continuacién, de acuerdo con lo establecido por N.J.W. Kreger van Rij (1984).

Levaduras ascosporégenas

F. Spermophthoraceae

G.

Metchnikowia

F. Saccharomycetaceae | Subf. Schizosaccharomycetoideae

Subf. Nadsonoideae

Subf. Saccharomycetoideae

G.

Q Q

QA Q2 QQQ Qa0

Schizosaccharomyces

. Hanseniaspora

. Saccharomycodes

. Debaryomyces

Dekkera
Hansenula
Kluyveromyces
Pichia

Saccharomyces

. Torulaspora

. Zygosaccharomyces

Levaduras no ascosporogenas: Levaduras imperfectas

F. Cryptococcaceae

G.
G.
G.
G.
G.

Brettanomyces
Candida
Cryptococcus
Kloeckera

Rhodotorula

III.B.3.- Citologia: La morfologia celular, la formacién de una cédpsula de

polisacaridos, la ausencia o presencia de vacuolas, de globulos lipidicos y el desarrollo

de mitocondrias, dependen de las condiciones fisico-quimicas y de la edad del cultivo.

Esto condiciona que, a la hora de estudiar las caracteristicas celulares, se tenga que

hacer siempre en cultivos recientes, realizados en idéntico medio de cultivo y con
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iguales condiciones de temperatura y humedad.

En el citoplasma, ademds de los orgdnulos celulares, pueden encontrarse
ribosomas, enzimas, polifosfatos, glucégeno y trealosa. El glucégeno, que puede
constituir hasta un 12% en peso seco de las células, se acumula durante la fase
estacionaria, cuando el nitrégeno se vuelve limitante y ain queda glucosa en el medio.
La trealosa es otro hidrato de carbono de reserva que puede representar hasta el 16% del
extracto seco de las células. Ambos compuestos pueden llegar a alcanzar conjuntamente
hasta un 20% del extracto seco de las células, proporcionando energia a las mismas
durante las fases de adaptacién o de esporulacion asi como, presentan un importante
papel en la osmotolerancia.

El nimero de cromosomas puede variar con la especie, asi Hansenula holstii
posee tres mientras que Hansenula anomala posee solamente dos.

La membrana citoplasmdtica se constituye de tres capas: las capas externa e
interna presentan constitucién proteica mientras que la capa central es lipoprotéica. Las
primeras participan en la entrada y salida de solutos y en las reacciones enzimaticas, de
forma que unicamente las moléculas de agua difunden pasivamente y los solutos se
intercambian bien por difusion facilitada, bien transporte activo.

Por lo que respecta a la pared celular, ésta es rigida y por tanto la responsable de
la forma de la célula. Cuando la multiplicacién vegetativa se lleva a cabo, tras la
separacion de las células, se produce una cicatriz de gemacién sobre la célula madre y
de una cicatriz de nacimiento sobre la yema (Beling, 1972). Esta pared celular estd
constituida por tres capas, y aproximadamente un 1% de la misma por quitina, que se
destina esencialmente a las cicatrices de gemacion.

En cuanto a la existencia de una capsula, esta se encuentra verificada en algunas
levaduras. Unas veces puede tratarse de una cdpsula de fosfomanano soluble en agua
(Hansenula, Pichia), en otros casos la capsula puede estar constituida por manano, mas
o menos ramificado, (Rhodotorula) o bien ésta puede ser de heteropolisacaridos
(Criptococcus).

Finalmente, hemos de destacar que también se han observado en algunas cepas
de Saccharomyces estructuras proteicas de tipo filamentoso que podrian desempefiar

algin papel en la floculacién.
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III.B.4.- Reproduccién: De forma general, en los organismos unicelulares, el
crecimiento se corresponde con el aumento del nimero de individuos; y por tanto estd
ligado a la reproduccién. La reproduccidon vegetativa de las levaduras se realiza
generalmente por gemacion, si bien también es cierto que, en determinadas condiciones
ambientales, las levaduras espordgenas pueden reproducirse por via sexual.

En la modalidad de reproduccién por gemacion no se suelen formar yemas sobre
el mismo lugar (salvo en la gemacion bipolar); por tanto, el nimero de yemas por
célula es limitado. El examen de una poblacién de levaduras en fase de crecimiento
estacionario muestra que la mayoria de las células no tienen cicatrices de gemacion, una
minoria presenta de 1 a 6 incluso de 12 a 15. Si las condiciones del medio son
favorables, el tiempo de generacion de Saccharomyces cerevisiae es de 1.5 a 2 horas.
Asi pues, una célula puede formar 43 yemas.

Como hemos comentado, las levaduras se incluyen dentro de los Eucariotas y
por tanto presentan las caracteristicas de la division meidtica: fusién de los dos niicleos
haploides, formacién de un nicleo diploide, reduccién cromosémica, formacién de
nucleos haploides. La persistencia de la membrana nuclear durante la divisién conduce
a una estructura en 4 Iébulos alrededor de los cuales se forma una pared que entrafia la
rotura de la membrana celular y la individualizacién de las esporas.

En el caso de muchas levaduras, como Saccharomyces cerevisiae, las esporas
solamente se liberan tras la germinacién. Esta origina la rotura mecénica de la célula
que contiene el asca. En otros casos se produce la autolisis de la pared del asca.

Por lo que respecta a las condiciones en las que las levaduras realizan la
esporulacion, existen ciertas levaduras esporégenas que son capaces de producir esporas
en practicamente cualquier medio, mientras que, por el contrario, otras necesitan
condiciones de crecimiento o de esporulacién muy concretas. Si no se dan estas
condiciones, una levadura espordgena puede multiplicarse de forma indefinida por via
vegetativa.

Los factores que pueden influir sobre la esporulacion son muy diversos:

e Heterotalismo: La esporulacién solo tiene lugar si existe unidn de tipos sexuados
compatibles.

e Composicion del medio: Saccharomyces cerevisiae requiere para llevar a cabo la
esporulaciéon una fuente de carbono no fermentable, un contenido minimo de

nitrégeno, y una buena aireacidon. Se recomienda la utilizaciéon del medio de Mc
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Clary. El medio Gorodkowa resulta muy adecuado para las especies del género
Debaryomyces y el agar-extracto de levadura y de malta para las especies
pertenecientes al género Pichia y Hansenula.

e Reduccidn de la concentracién de oxigeno disuelto: permite estimular la formacion
de esporas en algunas especies de Hanseniaspora.

e La temperatura: puesto que la mayor parte de las especies de levadura espordgenas
esporulan entre 18 y 25 °C, mientras que los valores de 12 a 15 °C son los favorables

para Metschnikowia.

El tiempo que se necesita para que se produzca la esporulaciéon de un cultivo
varia mucho de unas especies a otras e incluso entre las cepas de una misma especie,

por lo que es necesario hacer un seguimiento durante bastantes semanas.

III.B.5.- Nutricién y Metabolismo: Atendiendo a los factores nutricionales y
metabdlicos, se ha de destacar en primer lugar que, a diferencia de otros seres
microscopicos, las necesidades nutritivas de las levaduras son minimas. De hecho,
muchas especies de levaduras son capaces de sintetizar una gran variedad de sustancias
esenciales para el crecimiento, incluidos aminodcidos, carbohidratos y vitaminas. Dado
que emplean muy ampliamente fuentes de nitrégeno simples, solamente requieren una
concentracion del mismo muy baja (en torno a 0.2 a 0.5 mg/L) para crecer. Podemos
destacar ademads, que las levaduras son organismos xer6filos, es decir, son organismos
capacitados para el crecimiento en condiciones de a,, es inferior a 0.85.

En relacién con el metabolismo glucidico, lo primero que hemos de mencionar
es que todas las levaduras son capaces de emplear la glucosa y la fructosa. Por otro lado,
en cuanto a los di, tri o polisacdridos, no son fermentados mas que después de ser
hidrolizados en el exterior o el interior de las células. La hidrdlisis de la sacarosa para
dar glucosa y fructosa es realizada por la invertasa extracelular mientras que la rafinosa
es débilmente hidrolizada por esta misma enzima en fructosa y melobiosa. Esta tltima
no es un sustrato que, concretamente, pueda ser utilizado por las cepas de S. cerevisiae.
La glucosa y la fructosa penetran en el interior de la célula por difusién facilitada pero
unicamente después de fosforiladas. La concentracién intracelular de la invertasa es
relativamente estable mientras que la actividad externa puede variar por un factor de

1000 en funcidn de las condiciones del cultivo.
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La maltosa puede desempefiar un papel muy importante en los fendmenos de
osmotolerancia. El metabolismo de la maltosa necesita tres factores para la
fermentacion de la maltosa: maltosa-permeasa, a-glucosidasa y gen de regulacion. Las
dos enzimas son inducidas por la maltosa y sufren la represion catabdlica por la glucosa.

Las levaduras pueden fermentar otros azucares como la galactosa, trealosa y o
metil-glucésido, entre otros, segin las especies.

Las hexosas intracelulares se integran en la ruta de la glicolisis después de la
fosforilacién por dos hexoquinasas y una glucoquinasa.

Como consecuencia del metabolismo de las levaduras en el mosto, el componente
mayoritario producido es el etanol o alcohol etilico. Junto a éste, los vinos contienen un
cierto nimero de otros mono y polialcoholes. Tales sustancias se encuentran originalmente
en la uva o se forman en el vino durante la fermentacion.

Estos otros alcoholes consecuencia de este metabolismo encontramos, en su mayor
parte monoalcoholes, moléculas desde uno hasta doce dtomos de carbono, la mayor parte
alifatica, pero también aromdticas. Son primarios y su concentracion conjunta, aparte el
etanol, no llega a un gramo por litro.

Los polialcoholes originados son un diol, un triol y tres hexalcoholes. La presencia
de dos de ellos supera el gramo por litro; uno, la glicerina, es el componente mdas
abundante en los vinos después del etanol.

A los monoalcoholes de mds de dos atomos de carbono, se llama alcoholes
superiores y, conjuntamente, aceite de fusel.

Todos estos monoalcoholes contenidos en los vinos son, sin excepcion, liquidos
incoloros. Su movilidad asi como sus olores: el metanol es casi inodoro, el 1-propanol
tiene un olor dulzén agradable, el n-butanol posee un olor duro y penetrante y el 2- fenil
etanol exhala un aroma muy pegajoso parecido al de la rosa. Los polialcoholes son més
viscosos y tienen poco o ningln olor, y los aziicares polialcoholes con 6 dtomos de
carbono son sélidos a la temperatura ambiente.

Como comentamos el etanol es el producto principal del proceso microbiano,
correspondiente al metabolismo de las levaduras. Se produce a partir de las hexosas a
partes iguales (glucosa y fructosa) presentes en el mosto (Figura n° 4).

De manera semejante a como el dcido pirtivico es el precursor del etanol, igual
ocurre con todos los alcoholes superiores. Al cetoicido, se llega de manera maés

abundante por condensaciones diversas de derivados del dcido pirdvico y, en general,
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metabolitos intermedios de la fermentacidon alcohdlica; después de la condensacion,

puede haber reacciones diversas intramoleculares, descarboxilaciones y reacciones

redox.

Al alfacetodcido, también se puede llegar desde un alfaaminoidcido como
consecuencia de una de las vias de asimilacion del nitrégeno. Levaduras y bacterias
necesitan imprescindiblemente aminoécidos en su nutricién. Hay alcoholes superiores de
los que no se conoce mds precursor que el aminodcido correspondiente, como
fenilalanina, tirosina y triptéfano; por el contrario, no se conocen aminodcidos en relacién
con algin otro alcohol, asf el caso del 1-propanol. El isovaleraldehido puede proceder o no
de leucina e isoleucina.

El etanol es el producto mas relevante de la fermentacién de los hidratos de
carbono (hexosas), aunque también se produce en pequeflas cantidades, por
descomposicién del dcido L-mdlico mediante la levadura Schizosaccharomyces sp. Las
pérdidas principales, aparte las causadas por evaporacion, se deben a la accién de las
bacterias aerobias y de las acéticas. A causa del embarrilamiento y otras manipulaciones, la
pérdida de alcohol por evaporacion es de 0.2 aproximadamente.

Se le da atencidn especial, ademds de por ser el componente mds abundante de los
vinos después del agua, por sus propiedades fisioldgicas, por su intervencién quimica y
fisicoquimica en el medio respecto a los restantes componentes y por su accién
microstitica frente al desarrollo de microorganismos asi como por su importancia
econdmica (comercio a granel).

Un fenémeno de gran importancia, es que al aparecer el alcohol después de la
fermentacidn, se modifican las caracteristicas quimicas y fisicoquimicas del medio:

- Precipitacion del Bitartrato K y del Tartrato neutro de Ca, por disminucién de la
solubilidad.

- Facilita la vinificacién en tinto por favorecer la extraccién (disolucién) de las materias
colorantes de las materias sélidas de la vendimia.

- Todo vino es dispersion coloidal de algiin componente y en el estado coloidal del
vino, en los fendmenos evolutivos que terminan en enturbiamiento y sedimentacion y
en los tratamientos fisicoquimicos de clarificacion mediante adiciéon de productos
coloidales, la presencia de alcohol (su graduacidn) incide. El disolvente y dispersante,

ha pasado de ser agua, a una mezcla hidroalcohdlica al 10-15 %.
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El alcohol metilico, existe siempre en los vinos en dosis que varian de 36 a 350
mg/l. Se forma durante la fermentacion pero sin relacién alguna con ella, por hidrdlisis de
las pectinas (pectinas solubles y protopectinas) de la uva. Por el contrario, una
fermentacion alcohdlica pura de la sacarosa, no deja ningtin vestigio. La glicina, no es
tampoco fuente de metanol, aunque teéricamente, sea posible.

Se sabe que la pectina pura estd compuesta por una cadena de ndcleos
galacturénicos, llamadas "4cido péctico”, esterificada por el alcohol metilico; la
fermentacion se acompaiia siempre de una hidrdlisis y de una insolubilizacién del acido
péctico. Las enzimas poligalacturonasas, polimetilgalacturonasas y la transeliminasa parten
las cadenas de pectinas.

La tasa de metanol, se da en funcién de la importancia de la maceracion de las
partes solidas de la vendimia, los vinos tintos, tienen mds que los rosados y éstos, mds que
los blancos.

Los monoalcoholes, presentan toxicidad que va en aumento al subir el nimero de
atomos de carbono (asi, el isoamilico es 18 veces mads téxico que el metanol).

La toxicidad del metanol se considera de forma especial debido al fraude de los
Ilamados licores compuestos (por mezcla de sus componentes y no por destilacién de
mostos naturales fermentados). El metanol se oxida en el higado por accién de una
catalasa a metanal y posteriormente termina la oxidacién en dcido férmico. Esta
terminacion es altamente téxica, pues el metanoico bloquea la vitamina B, afectando
al nervio 6ptico y produciendo ceguera permanente antes de llegar a la dosis mortal. El
metabolismo es mds lento que el del etanol, las alteraciones, se notan pasadas las doce a
veinticuatro horas, y consiste en dolores violentos de vientre, vomitos, borrachera
tranquila sin alteraciones psiquicas. Después de 48 horas, queda en el organismo un 30
%. Legalmente, se limita la presencia de metanol en los vinos hasta 0.5 g/1.

Por lo que respecta al metabolismo nitrogenado y, como ya hemos comentado,
las necesidades del mismo en el medio son minimas para el desarrollo de las levaduras.
Sin embargo, no todas las levaduras pueden emplear las fuentes de nitrégeno mineral.
Por ejemplo, Candida utilis asimila los nitratos mientras que Saccharomyces cerevisiae
es incapaz de hacerlo. Un hecho de sobra conocido es que las levaduras que utilizan los
nitratos también utilizan los nitritos pero no al contrario. Entre las fuentes de nitrégeno

organico, los aminodcidos podrén ser empleados fundamentalmente en funcién de las
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capacidades de desaminacién que presenten las levaduras. Por poner un ejemplo, los
dcidos aspdrtico y glutdmico y sus aminas constituyen una buena fuente de nitrégeno
para el crecimiento levaduriforme. Un hecho destacable es que este crecimiento es
mayor en presencia de aminoacidos o de sales de amonio que con péptidos.

En relacion con las necesidades de aireacion que presentan las levaduras se ha de
comentar que la respiracion u oxidacién de los substratos carbonados tiene lugar a
través de las rutas metabdlicas oxidativas como el ciclo de los 4cidos tricarboxilicos o el
ciclo de Krebs. Junto a la cadena respiratoria, constituyen la principal fuente de energia
de las células en la generacion de ATP. El oxigeno es necesario para la sintesis de
dcidos grasos insaturados y esteroles. La fosforilacion oxidativa cesa cuando la
proporcién de dcidos grasos en la membrana mitocondrial es inferior al 20 %.

Cuando en el medio de desarrollo de las levaduras se produce una depleccién en
la concentracién de oxigeno, llegando a la ausencia de oxigeno, las levaduras han de
emplear la ruta de Embdem-Meyerhof-Parnas para la oxidacién de las hexosas. Las dos
dltimas etapas de este ciclo implican la descarboxilacion del piruvato en acetaldehido y
la reduccién de este dltimo en etanol. Esta via representa el 95 % de la glicélisis en
Saccharomyces cerevisiae y Candida utilis.

La via de las hexosas monofosfato es importante porque genera la coenzima
reducida que serd empleada en la respiracion aerobia para la sintesis de ATP.
Dependiendo de las condiciones del cultivo esta via puede llegar a representar del 6 al
30% de la glicdlisis en el caso de Saccharomyces cerevisiae o del 30 al 50% en Candida
utilis.

Es interesante destacar que las diferencias en la velocidad de consumo de
glucosa que se observan en condiciones aerobias y anaerobias han llevado a considerar
que la respiracién aerobia de la glucosa inhibe la fermentacién, fenémeno conocido
desde hace mucho tiempo como efecto Pasteur (Delia-Dupuy y col., 1996). El proceso
opuesto, es decir, fermentaciéon de la glucosa en anaerobiosis mds rapida que la
respiracion, que se puede observar en algunas levaduras se llama efecto Custers.

Cuando la concentracién del medio en CO; llega a saturacion, el crecimiento de
las levaduras puede resultar parcialmente inhibido, por lo que resulta adecuada una
buena aireacion a fin de eliminar este.

En otro sentido, hemos de mencionar que desde hace ya algiin tiempo se conoce

la capacidad de producir SO, por parte de las levaduras, a partir de sulfato, azufre o
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aminodcidos azufrados (Rankine y col.,, 1969). Se observdé como ciertas cepas de
levaduras eran capaces de producir mas de 130 pg/mL de SO, en caldos de
fermentacién. La mayor o menor formacion de SO, por las levaduras depende de
numerosos factores tales como el pH, la tension de oxigeno, la temperatura, la
composicion del medio y de la cepa que se esté considerando. Desde el punto de vista
enologico, esta formacion de SO, podria ser perjudicial para los caldos obtenidos, si
bien es cierto, que las cantidades de SO, producidas por las levaduras no llegan a
sobrepasar los limites establecidos en la legislacién y que pueden llegar a estabilizar
ciertos vinos blancos (Suzzi y col., 1985), siendo por tanto beneficiosas para estos.

En cuanto a la produccién de etanol, como se ha expuesto anteriormente, el
principal producto que se obtiene de la fermentacidn es el etanol. Este mismo producto,
a ciertas concentraciones inhibe el crecimiento de las levaduras. Es por esto que se han
descrito diferentes técnicas para determinar la tolerancia frente al etanol de distintas
cepas de levaduras. En un primer momento, y para algunos autores la tolerancia al
etanol seria la concentracion de éste que inhibe el crecimiento después de 72 horas de
incubacién a 30 °C. Mas tarde se propuso emplear la medida del flujo de protones que
entran o salen de la célula mientras que otros autores consideraron mas adecuado
cuantificar la acidificacion extracelular.

Como resulta 16gico pensar, las levaduras que se emplean en destileria son mas
tolerantes al etanol que las utilizadas en cerveceria. El acumulo de etanol en el medio se
traduce en un aumento en el contenido de esteroles y en acidos grasos insaturados de las
membranas. Por esto, se piensa que la membrana citoplasmatica deberia ser el punto
clave de las interacciones entre levaduras y etanol, pudiendo inhibir éste algunos de los
sistemas de transporte membranario.

Otro aspecto relacionado con las levaduras es la floculacién, este es un
importante fendmeno en cerveceria, pero también afecta a las levaduras del vino y de
destileria. Los agregados que se forman durante este proceso pueden contener cientos de
células y entonces el fendmeno de transferencia de materia cobra gran importancia, por
lo que las levaduras no deben flocular durante el proceso fermentativo. Los mecanismos
que intervienen en el proceso de floculacidon resultan adn dificiles de explicar. Los
componentes del mosto de cerveza serian estimulantes segin algunos autores mientras

que para otros serfan inhibidores o incluso indiferentes. No solamente es éste el caso
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para los azicares y los aminoécidos, sino también para las sales, cuyo resultado depende

de su naturaleza y de su concentracion.

II1.C.- Aplicaciones nutricionales de las levaduras

Las levaduras son objeto de un creciente interés en el campo de los alimentos
por su aportacién en el aspecto nutritivo y aromdtico (Dziezak, 1987). Las levaduras
pueden emplearse en numerosos procesos industriales tales como la producciéon de
bebidas alcohdlicas y varios productos relacionados con el metabolismo de estas. La
ultima clasificacion comprendia enzimas, vitaminas, polisaciridos capsulares,
carotenoides, alcoholes polihidricos, lipidos glucolipidos, acido citrico, etanol, diéxido
de carbono y finalmente, compuestos sintetizados por introduccion de DNA
recombinante en las levaduras. Algunos de estos productos se obtienen con fines
comerciales mientras que otros presentan un valor biotecnolégico potencialmente
interesante. La incorporaciéon de estos microorganismos a la industria posee un interés
creciente, por ejemplo, en 1984, las levaduras sintetizaban un 87% mas de etanol que la
sintesis quimica. En la Tabla 23 se muestra la utilizacién y posibilidades de utilizacién
de algunas levaduras en alimentacidn, bebidas e industrias de fermentacién. Ciertos
enzimas de las levaduras han sido empleados ampliamente por la industria. Como
ejemplo se puede citar la invertasa de Kluyveromyces marxianus (sin. K. fragilis,
Candida kefyr, C. pseudotropicalis, C. macedoniensis), Saccharomyces carlsbergensis
(=S. pastorianus) y Saccharomyces cerevisiae para la manufactura del jamén y en
confiterfa; el enzima [-galactosidasa de K. marxianus o K. lactis para la produccion de
sirope para leche y o-galactosidasa de S. pastorianus para la cristalizacién del azdcar de
remolacha.

Como se observa, las fermentaciones producidas por levaduras intervienen en la
elaboracién de alimentos como el pan, la cerveza, los diferentes tipos de vino, el
vinagre, los diferentes tipos de quesos de maduracién externa, cultivindose también
para obtener enzimas y otros tipos de alimentos. En un extremo opuesto, las levaduras
son perjudiciales cuando producen la alteracién de los zumos de frutas, de los jarabes,
de las melazas, de la miel, las carnes, vino, cerveza y otros muchos alimentos. En los
procesos fermentativos que se basan en la utilizaciéon de las levaduras se utilizan
principalmente tres especies: Saccharomyces cerevisiae (cerveceria, vinificacion,

destileria y panificacién)(también las levaduras del género Dekkera (forma imperfecta:
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Brettanomyces) se utilizan en algunos paises para la produccidon de cerveza rubia),
Candida utilis y Kluyveromyces fragilis (Levadura-alimento). En la vinificacién se

emplean muchas otras especies. (ICMSF, 1983).

Tabla 23: Utilizacion presente y potencial de las levaduras.

Aplicacién Levadura
Fermentacion de la cerveza Saccharomyces cerevisiae
Pan S. cerevisiae, Saccharomyces exigius,

“Saccharomyces rosei”

D-arabitol Candida diddensiae
Emulsificante Candida lipolytica
Fermentacion de etanol S. cerevisiae

Alimentacion de peces y pollos  Phaffia rhodozyma
Fermentacion de leche y lactosa Candida pseudotropicalis, “Kluyveromyces fragilis”,
Kluyveromyces lactis

Fermentacion de cerveza Lager ““‘Saccharomyces carlsbergensis” (=S. Pastorianus)

Manitol (humectante) “Torulopsis mannitofaciens”

Shoyu, Miso Zygosaccharomyces rouxii

Fermentacion del vino S. cerevisiae

Xilitol (edulcorante) “Torulopsis candida”

Fermentacion de la D-Xilosa Candida shehatae, Pachysolen tannophilus, Pichia

stripitis, Pichia segobiensis

IIL.D.- Condiciones Generales Para El Cultivo De Levaduras

Los medios de cultivo que hemos de emplear para que el desarrollo de las
levaduras sea eficiente son muy similares a los de los hongos y diferentes de los medios
bacterioldgicos en ciertos aspectos, debido a las diferentes necesidades del crecimiento.
Por citar algunos ejemplos, el pH 6ptimo de la mayoria de las levaduras es mucho mas
bajo que el de las bacterias en general. Asimismo, las levaduras poseen mayor facilidad
para crecer en medios de cultivo con sales inorgdnicas mediante la adicién de

carbohidratos como fuente de energia.
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Puesto que la mayoria de las levaduras son mesdfilas, los medios selectivos o de
enriquecimiento empleados se suelen incubar a temperaturas que oscilan entre los 20 y
los 28 °C. Para el aislamiento de especies psicrofilas re requieren temperaturas algo mas
bajas (15 °C) mientras que para el caso de levaduras asociadas a fuentes de sangre
caliente, se requieren temperaturas mas altas (30-37 °C). Segun establecen Van der
Walt y Yarrow (1984), los métodos para el aislamiento de levaduras serian los
siguientes:
¢ Aislamiento basado en el empleo de medios acidos (pH 3.5-5.0).
¢ Aislamiento basado en el uso de medios con elevada concentracién de azucares.
¢ Aislamiento por uso de antibidticos y otros compuestos inhibidores.
¢ Aislamiento mediante técnicas de filtraciéon por membrana.
¢ Purificacién y mantenimiento de cultivos celulares.

Por lo que respecta al aislamiento basado en el empleo de medios dcidos (pH
3.5-5.0), para acidificar el medio se prefiere de forma general el empleo de acido
clorhidrico, o fosférico. El empleo de acidos orgéanicos tales como el dcido acético, no
suele ser recomendable para aislamiento puesto que a pH 3.5-4.0 estos 4cidos
solamente se encuentran parcialmente disociados, y las altas concentraciones de acido
sin disociar poseen un efecto inhibidor sobre la mayor parte de las levaduras. Se emplea
un medio sélido para aislamiento directo: cuando las levaduras estdn presentes en alto
nimero, deben ser aisladas por siembra directa del material problema o con
suspensiones del material, normalmente sobre agar YM (agar—extracto de levadura y
extracto de malta), sobre agar extracto de malta o sobre agar YPD. Como el agar sufre
hidrdlisis cuando se esteriliza en autoclave a pH 3.5-4.0, es necesario anadirle un
volumen predeterminado de HCI IN tras la esterilizacion, cuando el medio se ha
mantenido a 45 °C. Después de realizar una rdpida mezcla, el medio se vierte en las
placas Petri.

Por su parte, Mossel (1985) el medio que recomienda debe emplearse para el
recuento de mohos y levaduras es el agar-extracto de levadura-glucosa-oxitettraciclina-
gentamicina. En el caso de las levaduras osméfilas, el medio de eleccion para este autor
seria el agar extracto de levadura 60% de fructosa en peso, con una a,, = 0.83. Este
medio debe ser incubado durante alrededor de dos semanas a unos 25 °C, por lo que
tiene que ser protegido de la deshidratacién colocando las placas de Petri en cajas de

metal que puedan cerrarse adecuadamente.
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Por su parte, Berenger (1992) recomienda para el recuento de hongos vy
levaduras en alimentos, la siembra en masa en agar-extracto de levadura-glucosa—
oxitetraciclina (OGYE).

Como vemos, existen muchos medios que pueden utilizarse tanto para el cultivo
de mohos como para el de las levaduras. Entre los mds frecuentemente empleados
podemos destacar los siguientes:

e Agar extracto de malta, para el aislamiento, recuento y cultivo de mohos y
levaduras. El pH puede ser de 5.4 ¢ de 3.5, segun la finalidad del medio.

e El agar Czapek-Dox y el agar patata glucosa son medios de uso general para el
cultivo de mohos y levaduras.

e Agar levadura sal de Davis, para el recuento de mohos y levaduras. El agar
extracto de levadura amortiguado es una versién mas sencilla de este medio, que
puede adquirirse de forma deshidratada.

¢ En los recuentos de levaduras realizados investigacion clinica, se emplea el agar
Sabouraud.

e Agar YM (Wickerham, 1951), contiene extracto de levadura, extracto de malta,
peptona, dextrosa y agua. Es un medio de cultivo que se recomienda en general para
trabajo con levaduras. EL pH aproximado es de 5.3.

e Agar YPD (extracto de levadura 1%, peptona 2%, glucosa 2%, agar 2%).

e Agar MYPD (extracto de levadura 0.3%, peptona 0.5%, glucosa 1%, extracto de
malta 0.3%, agar 2%), medio recomendado para la conservacion de cepas.

Como hemos comentado, el pH de estos medios puede rebajarse hasta 3.5 para
inhibir el crecimiento bacteriano. Como otra posibilidad, aparte de la acidificacion, los
medios pueden hacerse selectivos frente a las bacterias si, justamente antes de llenar las
placas, se les afiaden soluciones estériles de penicilina y estreptomicina hasta alcanzar
unas concentraciones finales de 20 y 40 unidades por mL respectivamente. (Harrigan y

col.,, 1979).

IILE.- TECNICAS DE AISLAMIENTO

IILE.1.- Generalidades
De sobra es conocido que la fermentacion alcohdlica es un proceso del que son

responsables las levaduras provenientes de la flora epifitica de la uva, o bien puede ser
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llevado a cabo mediante la inoculacién de <starters> de levaduras seleccionadas
(Cuinier, 1991; Delteil, 1992). En la actualidad existe una tendencia a realizar
fermentaciones controladas, empleando levaduras seleccionadas para mejorar la calidad
de los vinos y evitar, de esta forma, variaciones debidas al crecimiento de
microorganismos silvestres no deseables (Delfini y Bardi, 1990; Giudizi y Zambonelli,
1992; Melero, 1992; Sudrez, 1990). Para este fin, a pesar de la existencia de levaduras
seleccionadas comerciales, es preferible el empleo de levaduras autdctonas
seleccionadas. ( Sudrez e Ifigo, 1990; Melero, 1992). A modo de ejemplo citaremos a
Regodén Mateos y col. (1996) que, seleccionando 12 cepas de Saccharomyces
cerevisiae procedentes de mostos y vinos extremefios y, tras realizar vinificaciones
experimentales con las mismas y realizar andlisis de los vinos concluyen que la mayoria
de las cepas seleccionadas produjeron vinos mas apreciados que los realizados mediante
levaduras comerciales estudiadas.

Mediante el prensado de la uva para la obtencion del mosto, las levaduras van a
pasar al mismo inicidndose de esta forma el proceso transformador de mosto en vino.
Este es un proceso dindmico, de forma que, al comienzo de la fermentacién van a ser
numerosas las diferentes especies de levaduras presentes en el mosto, para, a lo largo
del proceso ir disminuyendo el nimero de las mismas hasta llegar, en la fase
postfermentativa a predominar una/s especie/s. La evolucion que se produce en la flora
blastomicética es debida a cambios en el medio de desarrollo (Ruiz y col., 1986). Los
aislamientos que se realizan para llevar a cabo la identificacion de la flora
levaduriforme de un mosto determinado se han de efectuar en tres momentos muy bien
definidos del proceso fermentativo:

En la primera fase el elevado nimero de especies presentes en el medio van a
desarrollarse de forma activa al tiempo que mediante este desarrollo inician la
fermentacién. El primero de los aislamientos mencionados, se ha de efectuar durante
este Periodo de Induccién o Fase I, cuando el desprendimiento de anhidrido carbénico
no es perceptible. En este momento, las condiciones del medio practicamente no se
modifican para una serie de parametros tales como el pH y los nutrientes. Sin embargo,
y de una forma muy ripida, la concentracion de oxigeno en el mosto disminuye a causa
del consumo celular.

El medio anaerobio inhibe el crecimiento de las especies oxidativas,

favoreciéndose por el contrario el de las especies de menor poder fermentativo. Dentro
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de estas no es raro obtener aislamientos de Kloeckera apiculata, Torulopsis stellata y K.
veronae. Como especie de alto poder fermentativo més representativa que se aisla de
forma habitual también en esta fase cabe destacar a Sacch. cerevisiae.

Un segundo analisis del mosto, del contenido levaduriforme de éste, se ha de
realizar cuando se encuentra en Fermentacion Tumultuosa (Fase II) y el
desprendimiento de CO, es maximo. En este momento la temperatura del mosto crece
de forma considerable, y la velocidad fermentativa es maxima.

En esta fase no se suele encontrar un predominio claro entre las especies de alto
y bajo poder fermentativo. Sin embargo, ya a este nivel si se origina una importante
disminucién de la diversidad de especies que permanecen viables en el mosto.
Generalmente, aparecen en este momento especies de poder fermentativo intermedio del
tipo Sacch. rosei, Sacch. uvarum y K. veronae. De idéntica forma que en la primera
fase, la especie de alto poder fermentativo predominante es Sacch. cerevisiae. El
desarrollo del proceso fermentativo hace que la concentracion de alcohol vaya
incrementdndose. Este aumento del grado alcohdlico origina una disminucién de la
multiplicacién celular y suprime las levaduras poco tolerantes al mismo (Sdnchez
Infante y col., 1985).

Finalmente un tercer aislamiento se ha de realizar en la fase post fermentacién
tumultuosa que se corresponde con el descenso en la intensidad fermentativa
(Fermentacion lenta o Fase III). La fermentacion se hace lenta, y una patente
disminucién en el desprendimiento de CO; nos indica el inicio de esta tercera fase. En
este momento, la concentracion de etanol suele ser muy elevada, los nutrientes escasos
y el pH bastante bajo.

En estas condiciones el niimero de especies que son capaces de sobrevivir en el
mosto-vino es minimo, no resultando extrafio que las especies aisladas en esta fase se
reduzcan a una sola especie predominante, generalmente Saccharomyces cerevisiae,
quien finalmente es la responsable de terminar la fermentacion.

Por dltimo, hemos de mencionar que, en el caso de que los mostos presenten
velos blastomicéticos superficiales, después de terminada la fermentacién alcohélica, se

ha de realizar un cuarto analisis de la flora levaduriforme presente en los mismos.
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[ILLE.2.- Identificacién Taxonémica De Las Levaduras Aisladas

Como sucede en la mayor parte de los campos de la ciencia, los conocimientos
se van modificando con el paso de los afios. Esto hace que, los criterios taxonémicos
empleados para la clasificacion de las levaduras hayan variado de forma considerable
desde sus inicios hasta la actualidad. Asi, existen especies de levadura cuya
nomenclatura ha cambiado hasta tres o cuatro veces en los dltimos cincuenta afios, han
sido incluidas/excluidas en diferentes géneros, han surgido y desaparecido géneros y
especies, etc. Asimismo estas modificaciones dificultan enormemente la investigacion
ya que es preciso renovar constantemente los conocimientos. Actualmente es aceptado
por la mayor parte de los especialistas en levaduras, y asi lo hacen constar en sus
publicaciones, que los criterios taxondémicos empleados por la Escuela Holandesa, son
los mas completos. La clasificacién vigente es la de Krutzman y col. (1998), aunque es
preciso tener en cuenta los criterios taxondmicos de autores tales como Lodder (1970),
Barnett y Pankhurst (1974), Barnett y col. (1983), Kreger van Rij (1984).

La extremada simplicidad de estos microorganismos a nivel estructural y
anatomico hace que la clasificacion en base a estas caracteristicas resulte imposible.
Este hecho a forzado a los tax6énomos a buscar otros tipos de propiedades (bioquimicas,
fisioldgicas, ecoldgicas, genéticas) para afiadir a los datos estructurales (Stanier, 1991).
En un principio las claves identificativas prestaban especial atencion a la identificacién
de las levaduras realizada en base a las caracteristicas morfoldgicas y de cultivo, a la
produccion de artrosporas y balistosporas.

Como hemos comentado, a medida que avanzd la investigacion y el nimero de
especies conocidas, las propiedades enziméticas y bioquimicas cobraron un mayor valor
taxonémico (Martins y col., 1990).

Las pruebas que habian que realizarse hasta la completa identificacién de especies en
1970 eran 78 (11 pruebas fermentativas, 54 de asimilaciéon y las restantes de aspecto y
reproduccion). En la dltima revision (1998), el nimero de pruebas que se realizan son 75 (7
fermentativas y el resto englobadas en asimilacion y otras caracteristicas, con grandes
diferencias respecto a las realizadas en 1970).

Para poder eliminar, en cierta medida, el tedioso trabajo que supone la
realizacion de estas pruebas, ha surgido en los dltimos afios toda una serie de métodos
de identificacién rdpida de microorganismos basadas en metodologias empleadas en

bacteriologia; estds fueron propuestas para la identificacion de especies de levaduras
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patégenas y su exactitud respecto a los métodos propuestos por Lodder ha sido
ampliamente probada. Estos métodos han sido evaluados por diferentes autores como
asi reflejan en sus publicaciones, obteniendo resultados satisfactorios (Couto y col.,
1996; Van der Kuhle y col., 1998; Deak y col., 1998; Torok y col., 1991; Rohm y col.,
1990). Concretamente en el campo enoldgico su empleo ha sido realizado, entre otros,
por Cuinier y Leveau (1979) y Lafon—Lafourcade y Jeyeux (1979) que han empleado el
método conocido como API 20 C, que se basa en fermentacion y asimilacion de
carbohidratos. Sin embargo, como factor negativo hemos de comentar que presentan
pequefias discrepancias respecto a los métodos convencionales. Esto hace que, a pesar
de obtener resultados bastante satisfactorios, la mayoria de los autores recomiende el
uso de estos métodos para obtener una informacién previa sobre las posibles cepas
identificadas, empleandose posteriormente algunas pruebas convencionales
discriminatorias. Dentro de estos métodos se encuentran los denominados Sistemas de
identificacion API. Dentro de este trabajo, ademds de las mencionadas pruebas
“tradicionales” realizadas, se emplearon una serie de métodos API, consistentes en
micrométodos para la determinacién de actividades enzimaticas.

Estos métodos presentan las siguientes ventajas frente a los tradicionales:

e Posibilidad de determinacion de numerosas actividades en periodos de tiempo muy
breves.

e Ficil realizacion de los mismos, facil manejo y limpieza del material.

e Requerimientos minimos de materiales y aparataje.

¢ Reproducibilidad elevada.

El empleo de estos sistemas de identificacion de enzimas en especies de
levaduras se ha llevado a cabo mds recientemente por autores tales como Bravo Abad y
col., (1985); Deak y col., (1998); Rohm y col., (1990); Torok y col., (1991); Couto y
col., (1996); Van der Aa Kuhle y col., (1998).

En 1985, Bravo Abad y col., plantean como existe una gran cantidad de especies
de levaduras, que a pesar de presentar un escaso o incluso nulo poder fermentativo, se
encuentran en elevada frecuencia relativa a lo largo del curso fermentativo. Por otro
lado, del analisis microbioldgico de la flora blastomicética de la fruta o terrenos se
obtiene la misma conclusion. Finalmente, los estudios realizados sobre cinéticas de
crecimiento de levadura y actividad protedsica demuestran como esta actividad es muy

elevada en especies de levadura con bajo y medio poder fermentativo en tanto que no se
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pudo detectar en las especies de alto poder fermentativo. Aplican en su estudio estos
autores los sistemas Rapid ID 32 A y API ZYM a 22 especies de levaduras aisladas de
las diferentes fases del proceso fermentativo pertenecientes a la coleccion de cultivos
puros de levaduras del Instituto de Fermentaciones Industriales. Las especies que

estudian se muestran en la Tabla 24.

Estos autores afirman que estas pruebas suministran una informacién previa
sobre la actividad enzimética de los microorganismos ensayados, al facilitar datos
aprovechables con fines taxondmicos e informacion sobre la actividad en el sustrato
estudiado. Se ponen en evidencia unas actividades enzimadticas diferenciales entre
especies de bajo o nulo poder fermentativo y especies de medio y alto poder
fermentativo.

A continuacién se detallan cada uno de estos métodos empleados en nuestro
estudio:

Se empled el sistema API ZYM (Ref. 25200 BioMérieux). Este es en un
micrométodo semicuantitativo para la investigacion de actividades enzimadticas
aplicable a todos los medios: tejidos, células, fluidos biologicos, microorganismos, etc.
Mediante este sistema se pueden determinar rdpida y simultineamente diecinueve
actividades enzimadticas a partir de cantidades muy pequefias de muestra. Se presenta
como una galeria de veinte microcubetas cuyo fondo estd constituido por un soporte
especialmente preparado para contener el sustrato enzimdtico tamponado. Este soporte
estd destinado a favorecer el contacto entre el enzima y el sustrato, generalmente
insoluble. Este sistema no presenta la precision de las determinaciones
espectrofotométricas para cada enzima sino que se destina para detectar la existencia de
actividad enzimdtica de un extracto complejo no purificado. Este método no puede
sustituir tampoco las técnicas de separacion electroforéticas sino que, puede orientar a
estas dando en un principio y en estado bruto el espectro de actividades enzimadticas de
la muestra objeto de estudio.

La galeria API ZYM estd compuesta por veinte ctpulas especialmente adaptadas
al estudio de actividades enzimdticas. Poseen en su parte inferior una trama inerte
fibrosa donde se encuentran los substratos sintéticos. Este soporte favorece las

reacciones enzimaticas incluso si los substratos son insolubles.
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Tabla 24: Especies de levaduras investigadas por Bravo Abad y col. Mediante el
sistema API ZYM y API ID32C.

N° | Especie de levadura Poder fermentativo' |Frecuencia en mosto
1 | Candida mycoderma 0.0-0.3 34
2 | Criptococcus laurentii 0.0 0.2
3 | Debaryomyces hansenii 0.0 2.0
4 | Pichia membranaefaciens 0.0-2.5 0.6-3.0
5 | Rhodotorula glutinis 0.0 0.5
6 | Candida pulcherrima 0.5-2.0 2.0
7 | Candida guillermondii 0.2-2.0 1.5
8 | Hansenula subpelliculosa 2.0-4.0 1.0
9 | Kloeckera apiculata 1.2-3.0 50
10 | Hanseniaspora guillermondii 2.5-3.5 18
11 | Torulopsis bacillaris 8-10 16
12 | Torulaspora rosei 6-10 50
13 | Zygosaccharomyces veronae 7-10 25
14 |Hansenula anomala 5-7 0.6
15 |Zygosaccharomyces acidifaciens |7-8 0.7
16 |Saccharomyces ellipsoideus 8-19 100
17 | Saccharomyces ludwigii 8-14 1.8
18 | Schizosaccharomyces pombe 13-15 1.5
19 | Saccharomyces rouxii 10-18 20
20 | Saccharomyces beticus 13-18 10
21 |Saccharomyces cheresiensis 13-18 25
22 | Saccharomyces montuliensis 12-16 1

" El Poder fermentativo viene expresado en %V/V etanol.
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Los enzimas investigados por el API ZYM son: Fosfatasa alcalina, Esterasa (C
4), Esterasa lipasa (C 8), Lipasa (C 14), Leucina arilamilasa, Valina arilamilasa, Cistina
arilamilasa, Tripsina, ®-qimotripsina, Fosfatasa acida, Naftol-AS-BI-Fosfohidrolasa, o-
galactosidasa, [P-galactosidasa, PB-glucuronidasa, o-glucosidasa, P-glucosidasa, N-
Acetil-B-glucosaminidasa, a-manosidasa y o-fucosidasa.

Se empled también el Sistema de API Rapid ID32A (Ref. 32300 BioMérieux).
Este esta concebido para la determinacién de bacterias anaerobias empleando test
enzimdticos miniaturizados y estandarizados asi como una base de datos especifica.

La utilizacién de este método, que en un principio se encuentra disefiado para
bacterias anaerobias, para la determinacion de actividades enzimadticas en levaduras se
debe a su empleo por otros autores y a que proporciona informacién importante a cerca
de la capacidad metabdlica de estas.

Por lo que respecta a la composicién de la galeria Rapid ID32 A, posee 32
cupulas de las que 29 se utilizan como cupulas test que contienen el medio
deshidratado. Después de cuatro horas de incubacion en anaerobiosis a la temperatura
de crecimiento 6ptimo de las levaduras ensayadas (20-28 °C) la lectura de los resultados
se realiza de forma visual.

Las pruebas enziméticas que pueden ser realizadas mediante este sistema son las
siguientes: Ureasa, Arginina dihidrolasa, o-Galactosidasa, [-Galactosidasa, [3-
Galactosidasa 6 fosfato, o-Glucosidasa, [-Glucosidasa, o-Arabinosidasa, [3-
Glucuronidasa, B-N-Acetil-Glucosaminidasa, Fermentacién de manosa, Fermentacién
de rafinosa, Ac. Glutamico Descarboxilasa, o-Fucosidasa, Reduccién de Nitratos,
Produccién de Indol, Fosfatasa alcalina, Arginina arilamidasa, Prolina arilamidasa,
Leucil glicina arilamidasa, Fenilalanina arilamidasa, Leucina arilamidasa, Acido
Prioglutimico arilamidasa, Tirosina arilamidasa, Alanina arilamidasa, Glicina
arilamidasa, Histidina arilamidasa, Glutamil Ac. Glutdmico arilamidasa y Serina
arilamidasa

Una vez realizada la investigacion de las actividades de las diferentes especies
de levaduras aisladas, los resultados que a través de este sistema obtengamos, serdn
contrastados con los obtenidos por otros autores y serdn guardados a fin de ir creando
una base de datos que nos permita en cualquier momento realizar una primera

aproximacion a cualquier cepa desconocida.
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Finalmente, se empled asi mismo el sistema de identificacién de levaduras API
ID32 C (Ref. 32200 de BioMérieux). Este es un sistema de identificacion de levaduras
compuesto por test de asimilacidn estandarizados y miniaturizados, asi como una base
de datos especialmente adaptada.

El nimero de especies de levadura que puede ser identificado mediante este
sistema es de 63, en su mayoria pertenecen al género Candida, aunque también se
pueden identificar especies de los géneros Cryptococcus, Kloeckera, Rhodotorula,
Trichosporon, Debaryomyces, Hansenula, Pichia, Saccharomyces asi como Geotrichum
spp, Sporobolomyces spp y Zygosaccharomyces spp. Este sistema ha sido empleado, por
ejemplo, por Lorenzo Gémez y col. (1992) para la determinacidon de las levaduras
autéctonas presentes en vinos blancos afrutados de Andalucia Occidental.

La galeria ID 32 C esta constituida por 32 cipulas cada una de las cuales posee
un sustrato carbonado en forma deshidratada. La levadura que pretendemos testar se ha
de poner en suspensién en un medio sintético semisélido. Después de 24-48 horas de
incubacién, el crecimiento en cada cupula puede ser leido de manera visual. La
identificacion puede ser llevada a cabo mediante el ID 32 C Index o bien mediante los
programas de identificacion correspondientes.

Los substratos que son testados mediante este sistema son los siguientes:
Sorbitol, D-Xilosa, Ribosa, Glicerol, Ramnosa, Palatinosa, Eritritol, Melobiosa,
Glucuronato, Melezitosa, Gluconato, Levulinato, Glucosa, Sorbosa, Glucosamina,
Galactosa, Actidiona (= Cicloheximida), Sacarosa, N-Acetil-Glucosamina, DL-Lactato,
L-Arabinosa, Celobiosa, Rafinosa, Maltosa, Trealosa, 2-Ceto-Gluconato, a-Metil-D-
Glucosido, Manitol, Lactosa, Inositol

Como se puede observar, las reacciones que se llevan a cabo son similares a
aquellas realizadas al seguir la técnica “tradicional” de determinacién de levaduras pero
mucho mds escuetas. Por ello, este sistema no permite determinar todas las especies
presentes en los mostos pero si posibilita una primera aproximacién a las mismas.

En este trabajo se ha empleado como base el sistema de clasificacion propuesto
por Kurtzman y col. (1998) que representa la nueva revision de los sistemas de
clasificacion de levaduras propuestos en su dia por Lodder y col. (1958), Lodder (1970)
Barnett y col. (1979) y Barnett y col. (1983) Kreger van Rij (1984).
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III.E.3.- Otras Técnicas Modernas de Identificacion

Una vez realizados los métodos de identificacion cldsicos asi como los sistemas
API, se llega a la identificacion de cada uno de los aislamientos. Para verificar o
contrastar los resultados consideramos adecuado la realizaciéon de alguno de los
métodos que en la actualidad y, en un futuro marcaran la pauta en los estudios de
identificacion y clasificacién de las especies de levaduras y en concreto aquellos que
estin presentes en los mostos y uvas.

Estos métodos se basan en la identificacién de las levaduras atendiendo a sus
caracteristicas genéticas (Hidalgo y col., 1998; Alonso y col., 1994; Versavaud y col.,
1993), a su contenido en dcidos grasos de cadena larga (Loureiro y col., 1998), sus
acidos grasos libres (Rozés y col., 1991), etc. Son numerosas las técnicas que se han
desarrollado en este sentido intentando todas ellas una mayor seguridad en las
determinaciones asi como una mayor rapidez al realizar las mismas. El método
empleado para verificacion en este estudio ha sido descrito por numerosos autores como
valido para tipaje de levaduras. A continuacién se describe muy brevemente el mismo:

Se utiliza una técnica molecular consistente en amplificar regiones concretas del
DNA ribosomal, empleando para ello una técnica de PCR (Reaccién en Cadena de la
Polimerasa). Estos fragmentos asi amplificados son digeridos mediante las siguientes
endonucleasas de restriccion: Hinf I, Hae 1Il y Cfo I. A través del andlisis comparativo
de éstos con los patrones de restriccion de cepas tipo de especies conocidas, es posible
determinar el género y especie de levadura problema. Mediante esta técnica se ha
podido determinar como, los productos de PCR y los pesos de los fragmentos de
restriccion de cepas de la misma especie obtenidos mediante las endonucleasas citadas,
corresponden a pesos moleculares practicamente idénticos. De ahi la utilizacién de esta
técnica para la identificacion de levaduras. Entre otros, Alonso Herndndez y col., (1994)
afirman que el andlisis de patrones de restriccion del DNA mitocondrial resulta
interesante para poder evaluar el interés enoldgico de las levaduras autéctonas de cara a

una seleccidn de las mismas.
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Objetivos

El presente trabajo de investigacion se encuadra dentro de un amplio estudio que
sobre caracterizacién de vinos lleva a cabo el Departamento de Nutricién y Bromatologia
de la Universidad de Granada. Hemos de destacar que en este estudio se han aislado e
identificado las levaduras autOctonas presentes tanto en uvas como en mostos de una
comarca cuyos caldos llevan la Denominacién de Vinos de la Tierra.

Los objetivos que nos marcamos al inicio de esta Tesis Doctoral fueron los
siguientes:

1.- Caracterizar y tipificar los vinos producidos en la zona vitivinicola denominada
Valle de Laujar de Almeria.

2.- Establecer criterios que permitan un control de calidad lo més exhaustivo
posible de dichos caldos.

3.- Contribuir al desarrollo econdmico de la zona objeto de estudio mediante la
aplicacion de nuevas tecnologias agroalimentarias.

4.- Estudio de las aptitudes de vinificacién de nuevas variedades de viniferas
introducidas en la zona.

5.- Determinar la posible relacion que pueda existir entre las cepas identificadas y

diferentes indices de calidad del vino.
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6.- Puesta a punto y aplicaciéon de técnicas de aislamiento e identificacion de
levaduras, asi como de técnicas analiticas (HPLC, CG, etc.) aplicadas al control de calidad
de los vinos producidos.

7.- Aislamiento y tipificacién de la flora levaduriforme autéctona presente tanto en
uvas como en mostos en las tres etapas de fermentacion.

8.- Determinar la posible relacién que pueda existir entre las diferentes especies de

levaduras identificadas a lo largo de éste estudio y diferentes indices de calidad del vino.
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Parte Experimental

L.- PLAN DE TRABAJO

Segin los antecedentes bibliograficos consultados y siguiendo los criterios de
importancia, eficacia y técnicas analiticas desarrollados en la Introduccién; en el
presente capitulo, se han considerado:

Los estudios encaminados a la determinacidon de los pardmetros que permitan
una adecuada caracterizacién de las uvas, mostos y vinos producidos en la zona y, a la
vez, poner de manifiesto la influencia que ciertos factores como el clima y/o tecnologia

tienen en dicha composicién y su influencia en la calidad de los mismos.

De las cuatro principales variables estudiadas en bibliografia: variedad de uva,
zona geografica de cultivo, afio de vendimia y bodega elaboradora. En este estudio, se

consideran la primera y tercera variable, al ser las otras dos constantes.

Vendimias: Se recogieron muestras durante tres campaifias vinicolas

consecutivas: 1996-97, 1997-98 y 1998-99.

Muestras:
A. Uvas y Mostos

Las muestras fueron recogidas en la Cooperativa Valle de Laujar, de las uvas
para vinificacion y fueron seleccionadas al azar durante los dias de vendimia de entre
las partidas que llegaban siguiendo el sistema general de seleccionar la raiz cuadrada de
las cajas a estudiar (FAO, 1989; Amerine y col., 1976) y recogiendo una muestra
similar de cada una de ellas.

Para el estudio de las variedades experimentales, el muestreo, fue a partir de los
cultivos existentes en el Campo Experimental con que cuenta la Cooperativa Valle de
Laujar.

Las muestras de uva, fueron estrujadas en su totalidad con una lona (tela de
saco) y apretando fuertemente (Amerine y col, 1976), siendo posteriormente
congeladas. Para su andlisis, se descongelaban y tras alcanzar la temperatura ambiente,
se centrifugaba y se analizaban inmediatamente.

Las muestras de mostos, fueron obtenidas siguiendo las técnicas normales de
vinificacion de la zona (despalillado, estrujado, sulfitacién, etc.).

Se tomaron muestras de:
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A.1 Variedades autctonas de la zona: Jaén Blanco, Bobal, Tempranillo.

A.2. Variedades en fase de experimentacién en la zona: Macabeo, Viura,
Monastrell, Cavernet Sauvignon, Jaén Tinto, Syrah; Garnacha, Prieto Picuda,
Colombard, Sauvignon Blanc, Vermentino.

Dichas muestras de uva se recogieron para las variedades autdctonas segin
criterios de homogeneidad de los lotes enviados por los socios a la Cooperativa (sistema
general de seleccion de la raiz cuadrada de las cajas a estudiar (FAO, 1989; Amerine y
col., 1976)), y para el estudio de las variedades experimentales, a partir de los cultivos

existentes en el Campo Experimental con que cuenta la Cooperativa Valle de Laujar.

B. Vinos

Las muestras, cuando no estaban embotelladas, fueron recogidas en la bodega a
partir de recipientes o toneles pequenos y por lo tanto homogéneos. En los casos en que
hubo que introducir el recipiente de muestreo, se realizé con lastre para evitar la
recogida de la parte superior.

Se tomaron muestras de: Bobal, Rosado, Jaén Blanco, Tempranillo, Macabeo,

mezcla de variedades blancas y tintas.

Validacion Estadistica de los Métodos

Los Métodos Analiticos, han sido evaluados mediante un tratamiento estadistico
basico segin Stiel, R.G., 1982; American Chemical Society’s Commitee on

Environmental Improvement (ACS, 1990); Martin, 1989; Miller, 1988; Cuadros, 1995 y

Pomeranz, 1994.

IL.- TECNICAS ANALITICAS

ILA.- Parametros Fisico-Quimicos
1. Calibrado

Para el calibrado de las uvas, al no existir una norma especifica en nuestra
Legislacion, en este trabajo se determinaron el peso, longitud y grosor de las mismas.

Material: Balanza analitica electrénica (Mettler AE200). Pié€ de rey.

Técnica: Para determinacion del peso se tomaron 20 frutos representativos de

cada racimo, pesdndose por separado y realizando la media entre los pesos obtenidos.
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Para la determinacion del grosor y la longitud se seleccionaron 20 frutos representativos

por racimo realizando posteriormente las medias de los resultados obtenidos.

2. pH

Referencia: Reglamento 2676 UE (1990).

Material: pH METER Type PHM 26 (Radiometer Copenhagen). Electrodo
combinado de vidrio CRISON.

Técnica: Para el andlisis, se introduce un electrodo en la muestra y se lee

directamente el valor de pH a una temperatura de 20 °C.

3. Grado Brix
Referencia: Reglamento 2676 UE (1990).
Material: Refractometro de Abbe, con circulaciéon de agua y termdémetro
incorporado.

Técnica: Medida refractométrica del mosto centrifugado vy filtrado.

4. Acidez Total

Referencia: Modificacién del Método Oficial Espafiol (BOE 1977), de la AOAC
(1990) y de la UE (1990), consistente en la determinacion a pH=8.2 a diferencia de los
métodos oficiales que indican a pH=7.0, dado que de esta manera se incluyen los dcidos

débiles (acético, etc.).

5. Acidez Volatil
Referencia: UE (1990) y de la AOAC (1990).

Método A.

Material: Aparato de destilacién en corriente de vapor de agua "Cazanave-
Farré" que consta de matraz generador de vapor, borbotador introducido dentro del
generador de vapor y refrigerante.

Reactivos: Acido tartdrico cristalizado. Solucién de NaOH O0,IN de factor
conocido. Fenolftaleina. Acido clorhidrico. Soluciéon de Iodo 0,0IN. Engrudo de

almiddn 5 g/l. Solucién saturada de borato sédico.
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Validacion: Hemos obtenido los siguientes resultados estadisticos tras la
realizacién de la prueba diez veces con un mismo vino de los analizados y en las

mismas condiciones:

S | E.R. (%) | D.E.R.
0,039 | 4,3 | 6,1

La precision del método se realiz6 por el método de las Recuperaciones:

CONC. INIC. | CONC. ANADIDA | CONC. OBTEN. | % RECUP.
0,64 g/1 1,05 g/l 1,62 g/l 97.0 %
0,64 g/l 2,10 g/l 2,66 g/l 96,4 %

Método B.

Material: Equipo destilador para determinaciones enoldgicas ALCODEST
4000637 SELECTA.
Validacion: Normas UNE 50081-1; 50082-1; 61010-1.

6. Acidez Fija
Referencia: Técnica Oficial Espainola, (BOE 1977).

7. Masa Volumétrica Y Densidad Relativa

Referencia: Método picnométrico. Método Oficial Espafiol (BOE 1977) y
Reglamento 2676/90 de la UE.

Material: Kitasato. Equipo de vacio. Bafio Termostitico "Fuera Borda"
SELECTA. Term6émetro graduado. Balanza Monoplato METTLER AE200. Picnémetro
POBEL.

8. Nitrégeno Total
Referencia: AOAC (1998). Reglamento 2676/90 UE.
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Fundamento: Método Kjeldahl (digestion previa de la muestra con HySO4 y
catalizador. Destilacion tras dilucién y alcalinizacién de la muestra con NaOH 33%,
recogida del nitrégeno en dcido Bérico 4% para su posterior valoraciéon con HCI 0.1N.

Material: Matraces Kjeldahl. Digestor Bloc Digest 12 de Selecta. Destilador

automatico B 316 de Biichi.

9. Grado Alcohdlico
Referencia: Método Oficial Espafiol (BOE 1977), Reglamento 2676/90 UE.
Destilacién del vino mediante una suspensiéon de hidréxido de calcio y posterior

determinacion del grado alcohdlico en el destilado.

Método A.

Material: Aparato de destilacion que consta de: Matraz de destilacién con boca
esmerilada. Codo. Refrigerante. Matraz aforado de 250cc. Pipa. Alcohdmetro.
Termoémetro. Probeta.

Reactivo: Lechada de cal.

Validacion: Se realizé 12 veces la prueba en una misma muestra de las

analizadas, obteniendo los siguientes resultados:

S E.R. (%) D.E.R.
0,193 0,98 1,55

Método B.

Material: Equipo destilador para determinaciones enoldgicas ALCODEST
4000637 SELECTA.

Validacion: Normas UNE 50081-1; 50082-1; 61010-1.

10. Azicares Reductores

Referencia: Método Oficial Espafiol (BOE 1979). Normativa 2676 UE (1990).
Defecacién plimbica y valoracién de los azicares reductores por una disolucion
cuproalcalina.

Material: Erlenmeyer de 300cc con boca esmerilada. Refrigerante de reflujo.

Material para filtracién y volumetria. Bafio de agua
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Reactivos: Carbonato de calcio. Soluciéon de NaOH 1IN. Solucién de acetato
neutro de plomo (aproximadamente saturada). Solucién cuproalcalina (50 g de 4cido
citrico, 25 g de CuSO4*5H,0 y 388 g de carbonato sédico en 1 litro de disolucion).
Yoduro potasico al 30%. Acido sulftrico al 25% (v/v). Engrudo de almidén (5 g/l).
Tiosulfato sédico 0,1N. Solucién de azicar invertido (5 g/1)

Validacion: Se realizo 10 veces la prueba con una misma muestra de las

estudiadas, obteniéndose los siguientes resultados:

S | E.R. (%) | D.E.R.
0,150 | 3,2 | 4,5

11. Anhidrido Sulfuroso.

Referencia: Método Ripper doble, Método Oficial Espafiol (BOE 1977), UE
(Reglamento 2676/90).

Reactivos: NaOH 4N. H,SO4 1/10. Engrudo de almidén. Solucién de Todo N/20.
Tiosulfato sédico N/100. EDTA sal disddica.

Validacion: Determinando 10 veces el anhidrido sulfuroso total en un mismo

vino de las muestras analizadas y haciendo el tratamiento estadistico basico, obtenemos:

S | E.R. (%) | D.E.R.
0,867 | 1,679 | 2,324

12. Determinacion De D-Glucosa y D-Fructosa.

Referencia: Determinacion enzimatica segin Reglamento 2676 UE (1990).

Material: Espectrofotometro de doble haz VIS-UV PERKIN-ELMER 5518S.
Cubetas de cuarzo de 1 cm de recorrido. Micropipetas Digital BRAND.

Reactivos: Test-combinaciéon Boehringer-Manheim, conteniendo: *Frasco 1, con
aproximadamente 5 g de mezcla de tampodn trietanolamina pH=7.6; 64 mg de NADPH;
160 mg de ATP, sulfato de magnesio y estabilizadores. Se reconstituye, disolviéndolo en
27 ml de agua bidestilada. *Frasco 2, con 0.7 ml de suspensién enzimdtica compuesta

aproximadamente 200 U de hexokinasa; aprox. 100 U de glucosa-6-fosfato-
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deshidrogenasa. Se emplea sin diluir. *Frasco 3, con 0.7 ml de fosfoglucosa-isomerasa,
aprox. 490 U. Se emplea sin diluir.

Meétodo de Determinacion: Longitud de Onda.- 340 nm. Cubeta de cuarzo.- 1 cm
de espesor. Temperatura.- 20-25 °C. Volumen del test.- 3.02 ml. (D-Glucosa), 3.04 (D-
Fructosa). Medida frente al agua. Solucién de prueba.- De 4 a 100 pg de D-Glucosa + D-
Fructosa / cubeta (en 0.10-2.00 ml de volumen de prueba).

Preparacion de la Muestra: En la cubeta, la cantidad de azicar (D-glucosa + D-
fructosa) debe oscilar entre 4 g y 50 pg. La solucion de muestra debe diluirse de manera
que la concentracién de azicar oscile entre 0.04 y 0.5 g/l. En nuestras muestras, en
general dichas diluciones, han sido de 1/5 para vinos. Previamente, se filtran los mostos
turbios y vinos alternativamente aclarados con reactivos Carrez (I y II).

Validacion del Método: A fin de determinar la exactitud del método, se efectud la
determinacién de concentraciones de un patrén (P) y una muestra de las analizadas (M),
utilizando 1 ml. de muestra en cada caso, para posteriormente, determinar la con-

centracion de la muestra formada por 0.5 ml de cada una de las dos anteriores.

La exactitud, calculada por diferencia entre la concentracién tedrica obtenida a
partir de P y M y la encontrada experimentalmente, ha sido expresada como porcenTaje

Recuperacion.

Validacion del Método

Glu (g/) Fru (g/) % Rec.
P (1ml) 0.140 0221 | -
M (1ml) 0.084 0529 | -
P (0.5ml) 0.116 103.6
+
M (0.5ml) 0.396 105.6

13. Glicerina

Fundamento: Determinacién enzimética.

El glicerol es fosforilado por el ATP pasando a L-glicerol-3-fosfato en una
reaccion catalizada por la glicerolkinasa (GK).

GK
Glicerol + ATP L-glicerol-3-fosfato + ADP
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El ADP formado es reconvertido por el fosfoenolpiruvato (PEP) con la ayuda de
la piruvatokinasa (PK) en ATP con formacién de piruvato.

PK
ADP + PEP ATP + Piruvato

En presencia de lactato-deshidrogenasa (L-LDH) el piruvato es reducido a L-
lactato con la oxidacién de NADH a NAD".

L-LDH
Piruvato + NADH+H" L-lactato + NAD"

La cantidad de NADH oxidada, es proporcional a la cantidad de glicerol. El
NADH, es determinado por medio de la absorcién a 340 nm.

Material y Aparatos: Espectrofotémetro de doble haz VIS-UV PERKIN-
ELMER 5518. Cubetas de cuarzo. Micropipetas BRAND.

Preparacion de la muestra: Las muestras de vino no se sometieron a ningin
tratamiento, salvo su dilucién con agua hasta una concentracién entre 0.03 y 0.4 g/1 (3
g y 40 ug en cubeta), que aplicado a nuestros vinos nos dio un factor de dilucién de
20, existiendo tres muestras con un factor de dilucién de 50.

Test de Combinacion: Se utilizé un test de Boehringer para determinacion de
Glicerol.

Meétodo de Determinacion: Longitud de onda: 340 nm. Cubeta de cuarzo: 1 cm
de espesor. Temperatura: 20-25° C Volumen de test: 3.02 ml. Medida frente a agua.
Solucién de prueba: 3-40 g glicerol/cubeta (en 0.1-2.0 ml de volumen de prueba).

Validacion del Método: Se realizé un estudio de recuperaciones mediante la
determinacién de la concentracion de un estdndar y una muestra utilizando 1 ml prueba
y de la mezcla de 0.5 ml de cada uno de ellos. Expresando la diferencia como % de

Recuperacion se obtienen los siguientes valores:

Muestra A C. Teérica (g/1) | C. Hallada (g/1) | Recuper. %
St (1ml) 0.888 | - 0392 | @ -
M1 (1ml) 0816 | = --—-- 0360 | -
M2 (1ml) 0711 |  --—-- 0314 | -
St + M1 (0.5ml+0.5ml) 0.832 0.376 0.367 97.6
St + M2 (0.5ml+0.5ml) 0.774 0.353 0.342 96.3
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14. Caracteristicas Cromaticas

14.1. Método De Las Coordenadas Triestimulares

Referencia: Método espectrofotométrico mediante el cual calculamos los valores
triestimulares y los coeficientes tricromaticos necesarios para especificar el color en los
términos de la C.LLE.

UE, Reglamento 2676/90, Método Oficial Espafiol (BOE 1981), con
modificacion de las coordenadas del iluminante C.

Material: Espectrofotémetro PERKIN-ELMER 551S UV/VIS. Cubeta de cuarzo
de 1 cm de espesor.

Técnica: Antes de su determinacidn, centrifugamos el vino y eliminamos el
anhidrido carbénico, si fuera necesario, por agitacién con vacio parcial. Medimos la
absorbancia a 625, 550, 495 y 445 nm frente a agua destilada.

Expresion de los Resultados: La Luminosidad Relativa viene dada por el valor

de Y expresado en % (negro Y %= 0, incoloro Y %=100).

La Cromaticidad se expresa por la longitud de onda dominante y la pureza. La
primera viene dada por el valor de corte del spectrum locus S en la linea de unién del
iluminante C con el punto O de coordenadas del vino, mientras que la segunda se

calcula mediante la expresion (CO/OS) 100.

14.2 Espacio Cielab

Referencia: CIE (1974 y 1978).

Expresion de los Resultados: L™ = 24,99 Y'? - 16. a"= 107,7 [(1,02 X)"* - Y'"].
b =43,09[Y"-(0,84677)".c’=(@?+b )" . H =arctg (b /a). S =c /L’

15. Polifenoles

15.1. Indice De Folin-Ciocalteu

Referencia: UE, Reglamento 2676/90.

Fundamento: Oxidacion del conjunto de compuestos fendlicos del vino
mediante el reactivo Folin-Ciocalteu, el cual se reduce por la oxidacién de los fenoles,

en una mezcla de 6xidos azules de tungsteno y molibdeno.
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Dicha coloracién azul presenta una absorcién méixima en torno a los 750 nm la
cual es proporcional al % de compuestos fendlicos.

Reactivos: Reactivo Folin-Ciocalteu MERCK. Na,COj3 en solucién al 20%

Técnica: En un matraz de 100 ml, ponemos Iml de vino tinto diluido 1/5,
afladiendo 5 ml del reactivo Folin-Ciocalteu, 20 ml de la disolucion de Na,COs y
enrasamos con agua destilada, homogeneizamos, esperamos 30 minutos hasta que la
reaccion se estabilice y medimos la absorbancia frente a agua a 750 nm.

Si el vino es blanco, se opera de igual manera pero sin diluir la muestra.

Cdlculos: El resultado se expresa como indice al multiplicar la absorbancia por
100 en el caso de vinos tintos diluidos 1/5 (o por el factor correspondiente a la dilucién

empleada) y por 20 si el vino es blanco.

15.2. Polifenoles Totales

Referencia: Con el reactivo de Folin-Ciocalteu, siguiendo el método seguido por
Singleton y Rossi (1965), citado por Amerine y col. (1970).

Fundamento: Se realiza una recta de calibrado con una disolucién reserva de
Acido Gdélico de 0,5 g/l, a partir de la cual, se preparan muestras de 50, 100, 150, 250 y
500 mg/1 en dicho 4cido.

Siguiendo la técnica descrita en el apartado anterior, calculamos las
absorbancias de las distintas disoluciones patrén para a continuacién, y mediante la
ecuacion de la recta de calibrado, determinar la concentracidon en polifenoles totales de

los distintos vinos expresados como acido gélico.

I1.B.- Acidos Organicos Y Fermentacion Malolactica

I1.B.1.- Determinacién Individual De Acidos Orgénicos Por HPLC

El método utilizado ha sido la cromatografia liquida de alta resolucién en fase
reversa, usando un detector de UV/VIS de longitud variable.

Material y Aparatos: Cromatdgrafo liquido Konik-500-A series que consta de:
Detector UV/V Uvis 200. Integrador HP 3394 HEWLETT PACKARD. Columna de fase
reversa LICHROSPHER RP-18.

Reactivos: Solucién de dcidos orgénicos obtenidos a partir de productos MERCK
en disolucién hidroalcohdlica de 13 ° (v/v) y en agua destilada con un rango de

concentracion entre 0.75 y 12 g/l. Solucién acuosa de KH,PO, al 2%, ajustando el pH a

114



Parte Experimental

2.2 con H3PO4 . Tampon fosfato potdsico de pH=8.0. Agua milli-Q acidulada con Acido
Sulftrico a pH a 2.2.

Se ensayaron los siguientes métodos:

Método A

Condiciones de Trabajo: Fase movil.- Tampén Fosfato (Solucién acuosa de
KH,POy, al 2%, ajustando el pH a 2.2 con H3POy ). Flujo.-1 ml/min. Temperatura.- 40 °C.
Detector UV a 214 nm.

Preparacion de las muestras: Los vinos, se pasan previamente por un Cartucho
Sep-Pak C;g (Waters) acondicionados con 2-3 ml de MeOH y 5-10 ml de agua. Se diluye
Iml de vino con 3 ml de Tampdn fosfato potasico de pH=8.0, se pasa 1ml de dicha
muestra diluida y 1 ml del tampodn fosfato, se mezclan ambas eluidos y se inyecta 10 pl

mediante una jeringa Hamilton previa filtracion por una membrana millipore de 0.45 pl.

Método B

Condiciones de Trabajo: Fase movil.- Agua mili Q acidulada con Acido Sulfirico
apH a 2.2 . Flujo.-0.6 ml/min. Temperatura.- 40 °C. Detector UV a 214 nm.

Preparacion de las muestras: Los vinos, se pasan previamente por un Cartucho
Sep-Pak C;5 (Waters) acondicionados con 10 ml de MeOH y 10 ml de agua. Se pasan 8ml
de muestra desprecidndose los 3 primeros y de los restantes, se inyectan 10 ul mediante
una jeringa Hamilton previa filtracién por una membrana millipore de 0.45 pl.

De ambos métodos, se optéd por este segundo dado los mejores resultados
obtenidos en su validacién analitica, su mejor adaptacion al andlisis de mostos, y la menor
agresion a que se somete el HPLC al evitar la utilizacién de tampones.

La identificacion de los componentes, se realiza de acuerdo con sus tiempos de
retencion.

Para ello, la muestra se inyecta 10 veces en el cromatégrafo, los tiempos, aparecen

recogidos en la siguiente tabla (Tabla 25):

Acido t,(media) On.1
Tartarico 1.95 0.0109
Malico 2.41 0.0114

Lactico 2.94 0.0167
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La Figura 5 muestra el cromatograma correspondiente a una de estas soluciones.

La cuantificacién se ha realizado por el calculo de la ecuacién de las rectas de

calibrado obtenidas a partir de las disoluciones patrén.

Validacion del Método: La validacion de la técnica analitica propuesta para la

determinacién por HPLC de adcidos orgdnicos no voldtiles se realiza mediante el estudio

de Reproducibilidad y por el método de la adicién conocida (una muestra de vino es

adicionada de cantidades conocidas de cada uno de los &cidos orgénicos). Los

resultados estdn recogidos en las tablas adjuntas:

Tabla 26: Estudio de Reproducibilidad

Acido Area Media Cn.1 E.R. (%)
Tartarico 235364 2456.8 1.09

Malico 56342 564.7 0.89

Lactico 73667 768.9 1.11

Tabla 27: Porcentajes de Recuperacion obtenidos en el estudio de exactitud.

Acido C. Inicial (g/L) | C. Aiiadida (g/L)) | C. Encontrada (g/L) | % Recuperacién
Tartarico 3.94 1.00 5.01 101.4
2.00 6.06 102.0
Malico 1.37 1.00 233 98,5
2.00 3.31 98.2
Lactico 291 1.00 4.03 103.0
2.00 5.38 109.6
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Figura 5 . Cromatograma obtenido por HPLC para la cuantificacién de acidos
orgénicos (1. Tartarico, 2. Malico y 3. Lactico) correspondiente a dos muestras
de vino A(Cabernet-Saivignon) v B (Viura) en las condiciones indicadas
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11.B.2.- Determinacion Enzimatica De Acido Malico Y Lactico.

IL.LB.2.1.- Acido Léctico

Referencia: Determinacién enzimatica. Método referencia Reglamento de la UE
n° 2676/1990.

Fundamento: En presencia de NAD, el 4cido lactico total (L-lactato y D-
Lactato) se oxida a piruvato en una reaccién catalizada por L-lactato deshidrogenasa (L-
LDH) y D-Lactato deshidrogenasa (D-LDH).

El equilibrio de la reaccién estd desplazado en el sentido del lactato. La
eliminacidn del piruvato del medio de reaccion desplaza el equilibrio hacia la formacién
de piruvato.

En presencia de L-glutamato, el piruvato se transforma en L-alanina en una

reaccion catalizada por la glutamato-piruvato-transaminasa (GPT).

L-LDH
(1) L-lactato + NAD" piruvato + NADH + H"
L-LDH
(2) D-lactato + NAD" piruvato + NADH + H"
GPT

(3) Piruvato + L-glutamato —————— > [ .-alanina + o -cetoglutarico

La formacién de NADH, medida por el aumento de la absorbancia a una
longitud de onda de 340 nm, es proporcional a la cantidad de lactato presente.
El 4cido L-l4ctico puede determinarse individualmente mediante las reacciones (1) y
(3). El 4cido D-Lactico puede determinarse individualmente mediante las reacciones (2)
y (3).

Material y Aparatos: Espectrofotometro de doble haz VIS-UV PERKIN-
ELMER 5518. Cubetas de cuarzo. Micropipetas BRAND.

Test de Combinacion: Se utilizé un test Boehringer de determinacion de Acido
Lictico (Ref. 112821).

Preparacion de la muestra: El andlisis e realiza directamente sin decoloracién o
diluyendo convenientemente. Es necesario ajustar el pH de la muestra a 8-10 afiadiendo

hidréxido sédico o potésico.
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II.B.2.2.- Acido L-Mailico

Referencia: Determinacion enzimatica. Método referencia Reglamento de la UE
n°® 2676/1990.

Fundamento: En presencia de NAD, el dcido L-malico (L-malato) se oxida en

oxalacetato en una reaccién catalizada por la L-malato-deshidrogenasa (L.-MDH).

El equilibrio de la reaccidon estd desplazado en el sentido del malato. La
eliminacién del oxaloacetato del medio reactivo desplaza el equilibrio de la reaccién
hacia la formacién de oxalacetato. En presencia de L-glutamato, el oxalacetato, se
transforma en L-aspartato, reaccion catalizada por el glutamato-oxalacetato-

transaminasa (GOT).

L-MDH
(1) L-malato + NAD*  ———>  oxaloacetato + NADH + H"
GOT
(2) Oxaloacetato + L-glutamato ——> L-aspartato + O-cetoglutarato

La formacion de NADH, medida por el aumento de la absorbancia a la longitud de
onda de 340 nm, es proporcional a la cantidad de L-malato presente.

Material y Aparatos: Espectrofotémetro de doble haz VIS-UV PERKIN-
ELMER 5518S. Cubetas de cuarzo. Micropipetas BRAND.

Test de Combinacion: Se utilizé un test Boehringer de determinacién de Acido
L- Malico (Ref. 139068).

Preparacion de la muestra: La medida se realiza directamente sin decoloracién
o diluyendo la muestra hasta una concentracién aproximada de 0.04 a 0.2 g/L.. Ademés,
es necesario ajustar el pH a 8-10 adicionando hidréxido sédico e incubando durante 30
minutos.

En nuestras muestras, la dilucion varié en funcién del andlisis de mostos, vinos

antes o tras sufrir la fermentacion malolactica.
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II.C. Alcoholes, Aldehidos Y Esteres

II.C.1.- Cromatografia De Gases Con Detector FID

Se han determinado un total de 11 compuestos volatiles, responsables del aroma,
entre alcoholes, aldehidos y ésteres.

Los ésteres analizados han sido el acetato de etilo, lactato de etilo, propionato de
etilo y acetato de metilo. Entre los alcoholes se han determinado el n-propanol, n-
butanol, isobutanol, metanol y alcohol isoamilico. También se ha analizado por esta
técnica el acetaldehido.

Fundamento: Se ha determinado simultineamente el contenido de estos
componentes mediante la cromatografia de gases.

Material y Aparatos: Cromatégrafo de gases HEWLETT PACKARD 5890 A.
Integrador HEWLETT PACKARD 3390 A. Microjeringa  HAMILTON. Gases
portadores: N, e Hidrogeno y Aire comprimido. Columnas de vidrio para cromatografia
de gases. CARBOPACK - B 80/120 (TEKNOKROMA).

Reactivos: Se emplean disoluciones patrén constituidas a partir de los distintos
componentes a determinar, preparados por pesada en disolucion hidralcohdlica de 13°.
Los reactivos empleados son de pureza suficiente para cromatografia gaseosa, y las
concentraciones utilizadas estan en funcion del valor medio de los vinos analizados,
determinado por pinchada previa.

Condiciones cromatogrdficas: Inyector.- 2001 C. Tiempo inicial.- 0. Rate.-
31/min. Nitrégeno.- 30 ml/min. Aire.- 350-400 ml/hora. Detector.- 250° C. T* Inicial.-
651 C. T* Final.- 120°C. durante 10 minutos. Hidrégeno.-35 ml/h

Procedimiento: En primer lugar se procedi6 a determinar, aproximadamente, la
concentracion de dichas sustancias en nuestros vinos, e identificar los correspondientes
picos del cromatograma.

La identificacion se ha realizado de acuerdo con los tiempos de retencion (Tabla
28) y por adiciéon de componentes puros y mediante disoluciones patrén de

concentracion conocida se realizé las rectas de calibracion.
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Tabla 28: Tiempos de retencion de componentes volatiles.

Componente tr (I
Metanol 3.70 0.023
Acetaldehido 4.82 0.028
n-propanol 15.64 0.038
Ac. Metilo 17.52 0.039
Terbutanol 19.50 0.039
Acetato De Etilo 23.65 0.051
Isobutanol 25.03 0.048
n-butanol 26.82 0.044
2 y 3-metil-butanol 31.81 0.057

Una vez determinadas las rectas de calibrado, aplicamos la ecuacién a las
distintas dreas obtenidas en el cromatograma, obteniendo su concentracién en g/l.

Preparacion de la muestra: Para no alterar el sistema de inyeccion debido a los
componentes no volatiles (azicares, sales, etc.), sometimos la muestra a una destilacion
previa, enrasando a la concentracién inicial e inyectando directamente 0.6 pl de
destilado.

Validacion del Método: Se realizd a través del estudio de la reproducibilidad,

mediante inyeccion de 10 destilados de un mismo vino.
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Tabla 29: Resultados obtenidos para los diferentes compuestos volatiles.

COMPONENTE AREA MEDIA DESVIACION COEFICIENTE
ESTANDAR VARIACION ( %)
METANOL 927472.4 39869.21 4,31
ACETALDEHIDO 1301337.6 667955.86 5,13
ACETATO DE METILO 105733.3 3734.91 3,53
n-PROPANOL 544369.2 22592.1 4,15
ACETATO DE ETILO 3698760.1 104118.24 2,81
ISOBUTANOL 688061.8 17309.57 2,52
n-BUTANOL 3698760.1 104118.24 2,81
2y 3-METIL-BUTANOL 580993.5 9541.12 1,64

I1.C.2.-Cromatografia De Gases Acoplada A Un Espectrofotometro De Masas

Fundamento:. A fin de comprobar el perfil aromatico de los principales vinos
producidos en la zona, las muestras mds significativas se analizaron mediante CG/EM.

En la figura 6 aparece el espectro correspondiente a los tres tipos de vinos de
mayor produccion en la Cooperativa objeto de estudio.

Preparacion de la Muestra: Se realiza una extraccién (por triplicado) de los
compuestos aromdticas mediante una mezcla pentano/diclorometano 60/40 y heptanol
como patrén interno

Se deseca la fase organica con Sulfato Sédico Anhidro, para por dltimo,
concentrar la muestra mediante corriente de Nitrégeno.

Condiciones cromatogrdficas: Gas portador: Helio 0.5 mL/min.; T* inicial: 50
°C; Tiempo inicial: 10 min.; Rampa: 2 °C/min; T final: 240 °C; T® inyector y detector:
250 °C.
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IL.D.- Determinacién De Elementos Minerales Por Espectrofotometria Atémica

Los metales cuantificados por esta técnica han sido el sodio, potasio, calcio,
magnesio, hierro, cobre.

Referencia. Método de referencia del Reglamento CEE (1991), al que se han
realizado algunas modificaciones en lo referente a la preparacién de la muestra.

Fundamento, La determinacion de los distintos metales se ha llevado a cabo por
Espectroscopia de Absorcion Atémica, a excepcion del sodio y el potasio que lo han
sido por Emisién Atémica, al presentar estos limites de deteccion mads bajos e intervalos
de linealidad mayores.

Reactivos.- Disoluciones estdndar de Na, K, Ca, Mg, Fe y Cu (1.00£0.002 g)
Tritisol (Merck). Acido nitrico 65%, Suprapure (Merck). Todas las disoluciones han
sido preparadas con agua desionizada (18 MQcm, resistividad especifica), obtenida
mediante purificacién de agua destilada a través de un sistema Milli-Q de Millipore
mod. RO15 (Millipore), inmediatamente antes de su uso. Todo el material ha sido
lavado con HNO3 6N y con agua bidestilada desionizada, repetidas veces antes de su
uso.

Aparatos- Espectrofotémetro de absorcion atémica Perkin-Elmer mod. 1100 B
(Perkin-Elmer corp., Norwalk, CT 06856) equipado con corrector de fondo de deuterio.
Lamparas de catodo de hueco de Ca, Mg, Fe y Cu (Perkin-Elmer). Bloque de digestion
multiplazas con control de temperatura Selecta (J. P. Selecta, S.A., Barcelona). Tubos

Pyrex de tamafio apropiado.

PROCEDIMIENTO
Preparacion de la muestra Para la determinacién de elementos minerales, hemos
llevado a cabo una mineralizacion previa de la muestra con objeto de eliminar las
interferencias de matriz producidas por el etanol y compuestos organicos presentes en
vinos. Para realizar dicha mineralizacion, adicionamos 1 ml de HNO; concentrado a 5
ml de muestra y calentamos a 60° C durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo
aumentamos la temperatura hasta 120° C, manteniéndola asi durante 60 minutos. Una
vez enfriada la muestra enrasamos a 10 ml con agua bidestilada desionizada.
Calibracion_Se han usado las soluciones patrén de los distintos metales,

para preparar, mediante diluciones adecuadas, las soluciones de trabajo necesarias para
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la elaboracion de las rectas de calibrado y la comprobacién del método (adicién
estandar).

Validacion del método

A fin de validar el método propuesto se han evaluado las siguientes
caracteristicas analiticas:

Limite de deteccién de acuerdo con los indicadores de la IUPAC (Long y

Winefordner, 1983).

Sensibilidad, expresada como la concentracion del elemento que genera una
sefial analitica de 0.0044 unidades de absorbancia.

Exactitud, mediante ensayos de recuperacion sobre las muestras problema,
adicionando cantidades conocidas de analito (Horwitz y col. 1980), y puesto que no se
dispone de un material de referencia certificado, se ha preparado uno en el laboratorio,
cuya composicion refleja la matriz de la muestra a analizar.

Este material presenta la composicion media de un vino: Alcohol absoluto..10
ml.; Glucosa .. 150 mg.; Glicerol... 500 mg; Acido citrico...20 mg; Acido tartérico... 200
mg. Dihidrégeno fosfato aménico.... 35 mg y Agua c.s.p. 100 ml. (Olalla y col. 1993 y
Cabrera y col. 1997).

Precisién, comprobada a partir de 10 determinaciones sucesivas en una misma
muestra, expresando la repetibidad de las mismas mediante el coeficiente de variacion.
El estudio se ha realizado sobre 6 muestras diferentes elegidas al azar.

Selectividad, evaluada mediante la aplicacion del método de las adicones
estdndar a 5 muestras distintas.

Los resultados obtenidos, aparecen recogidos en la siguiente tabla, poniendo de
manifiesto la validez del método propuesto, puesto que resultan apropiados para el
rango de concentraciones de estos elementos en las muestras problema (Horwitz, 1990;
Pomeranz y Meloan, 1994). En el método de adiciones estandar, el rango de pendientes
patrén/adicion, en todos los casos, ha resultado muy préximo a la unidad (Cuadros y
col. 1995) por lo que el poder obviarlo facilita de forma considerable Ilas

determinaciones.
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Validacion del Método utilizado en la determinacion de minerales por

Espectroscopia Atémica

Elemento | Limite Deteccion | Sensibilidad Exactitud Precisiéon | Radio pendientes

(mg/L) (%) (C.V.%) Patrones/adicion
Sodio 0.0002 0.012 101.6 £ 0.3 1.0 0.996-0.999
Potasio 0.0005 0.083 101.2+04 0.72 0.998-1.000
Calcio 0.0020 0.092 98.6 £0.2 23 0.997-0.999
Magnesio 0.0080 0.0078 98.0 £0.5 35 0.998-1.100
Hierro 0.0040 0.10 98.5 £0.7 4.1 0.996-1.100
Cobre 0.0020 0.077 99.0 £0.5 3.0 0.998-1.000
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II1.- ANALISIS MICROBIOLOGICO
IIL.A.- Control Microbiolégico

Para este tipo de andlisis, se ha seguido el método de filtracion por membrana
(MF) Millipore.

Fundamento: Se hace pasar la muestra de vino o mosto a través de un filtro de
membrana microporosa (tamafio de poro 0.45 um), en cuya superficie quedan retenidos
los microorganismos. Membrana que es incubada en un medio de cultivo adecuado a la
temperatura y durante el tiempo necesario para posteriormente recontar directamente
las colonias sobre la superficie de la membrana.

Material. Sistema Microfil™ de Filtracién de Membrana (Ref. MIHABG072)
que consta de: Embudos portafiltros 100 ml. estériles de polietileno, membranas
estériles S-Pak tipo HA de 0.45 um en envase individual de color negro y blancas
(HAWGO047 S1)y soporte de filtracion de acero inoxidable con sistema de elevacion de
membrana. Bomba manual de vacio. Cajas de Petri con cartones absorbentes estériles
(PD10047 S5) y medios de cultivo en ampollas de plastico individuales (2 ml) de
Millipore.

Preparacion de la muestra: Para vinos, filtracién directa de 100 ml. de muestra
mientras que para las muestras de mosto, se realiz6 una dilucién al 50% con solucién
salina estéril, tamponada a pH neutro. Esta solucién tampodn estd constituida mediante
Solucién A (Solucién de fosfato monopotésico dihidrogenado en agua ajustando el pH a
7.2 mediante sosa) y Solucién B (Solucién de cloruro magnésico en agua).

Técnica: Se flamea la superficie del soporte de acero Microfil durante 3
segundos, se coloca la membrana S-Pak y el embudo ambos estériles, se vierte la
muestra y se aplica vacio. Una vez filtrado, se extrae la membrana y se coloca la placa
Petri con el medio liquido, se invierte la caja (para evitar que el vapor condensado caiga
sobre la superficie de la membrana) incubdndose la temperatura indicada en cada
andlisis.

Se extrae la placa Petri de la estufa incubadora y se cuentan las colonias que
presenten el aspecto caracteristico de cada tipo de microorganismo.

Muestras: Se analizaron muestras de vino de las variedades Jaén Blanco, Bobal,

Tempranillo, Macabeo, Rosado.
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III.A.1.- Recuento de mohos levaduras y bacterias acidicas
III.A.1.1.- Medio Wallesrstein Nutrient Broth de Millipore (MX00WN2)

Formula por litro de agua purificada: Casitone 5.0g. Extracto de levadura 4.0g.
Dextrosa 50g. Fosfato Monopotésico 0.55g. Cloruro Potasico 0.425g. Cloruro Célcico
0.125g. Sulfato Magnésico 0.125g. Cloruro Férrico 0.0025g. Sulfato de Manganeso
0.0025g. Verde de Bromocresol 0.0022g.

Tipo de Microorganismos: Recuento de mohos, levaduras y bacterias acidicas.
pH 5.5. 0.2 a 8°C.

Condiciones de cultivo: 48-72h a 25° (levaduras), 30° C (bacterias).

Caracteristicas de la lectura: Los mohos forman colonias filamentosas blancas,
verdes o marrones-negruzcas. Las levaduras forman colonias blancas abovedadas

brillantes y no filamentosas que pueden volverse verdes con el tiempo.

III.A.1.2.- Medio Yeast and Mold de Millipore (MX00YM2)

Formula por litro de agua purificada: Extracto de levadura 3.0g. Extracto de
Malta 3.0g. Peptona 5.0g. Dextrosa 10.0g.

Tipo de Microorganismos: Mohos, levaduras y otros microorganismos acidicos.
pH 4.6 £ 0.3 a 25°C.

Condiciones de Cultivo: 40-72h a 25-30° C.

Condiciones de Lectura: Similares al WL Diferencial Broth.

III.A.2.- Recuento de bacterias totales
Medio Wallesrstein Diferencial Broth de Millipore (MX00WD2)

Tipo de Microorganismos: Recuento de bacterias totales. El medio inhibe los
mohos y levaduras. pH 5.5.

Condiciones de cultivo:48-72h a 25-30° C.

Caracteristicas de la lectura: Las bacterias forman colonias azules de pequefio

tamano.

III.A.3.- Recuento de bacterias acidéfilas
Medio Caldo Tomato Juice de Millipore (MXO00TJ2)
Tipo de Microorganismos: Recuento de bacterias aciddfilas (especialmente

Lactobacillus acidophillus). El medio inhibe las bacterias no acidéfilas. pH 6.7 =
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Condiciones de cultivo: 48h a 28-32 °C. Si no hay crecimiento, incubar otras 48h a 20
°C.

Caracteristicas de la lectura: Las bacterias forman colonias blancas.

II1. B.- Técnicas De Aislamiento Y Caracterizacion De Levaduras

Muestreo

En total, a lo largo de este trabajo, un total de 260 aislamientos de levaduras se
realizaron. De estos, los aislamientos realizados en las uvas resultaron ser un total de 55,
de los cuales, 15 correspondieron a la variedad Macabeo, 20 a la variedad Tempranillo,
10 a Jaén Blanco y 10 a Bobal. Por lo que respecta a los mostos, un total de 205 cultivos
puros fueron obtenidos. De la primera fase del proceso fermentativo se obtuvieron 50
cultivos puros, 90 en fase de fermentacién tumultuosa y los 70 restantes de la fase de

fermentacion lenta. La distribucidn de estas muestras se observa en la a continuacion:

Distribucion de las muestras de levaduras aisladas en mostos, en funcion de la
variedad de uva a partir de la que estos fueron obtenidos y la fase fermentativa:

Numero De Aislamientos

VARIEDAD UVA 1° FASE 2 FASE 3* FASE
MACABEO 15 30 20 -
TEMPRANILLO 20 - - 20
MONASTRELL - - 20 20
JAEN BLANCO 10 30 20
BOBAL 10 20 20 10
Uvas

Para el aislamiento de las levaduras presentes en la superficie de las uvas, se
tomaron muestras de uvas al azar en el momento previo a la vendimia.

Para ello, en cada uno de los muestreos llevados a cabo, se tomaron tres cepas al
azar de cada una de las variedades a estudiar, de las que se seleccioné un racimo
significativo y se guardaron en bolsas de plastico herméticamente cerradas,
transportandolas inmediatamente al laboratorio. (Angulo y col., 1993). En cada bolsa se

consignaron los datos identificativos correspondientes: fecha de recogida y variedad.
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De cada una de las variedades objeto de estudio se eligieron 25 uvas que fueron
suspendidas en 125 mL de agua de peptona y posteriormente se llevaron a incubacién a
28 °C durante 24-48 horas. Transcurrido este tiempo, mediante un procedimiento de
diluciones seriadas, las levaduras fueron sembradas en el medio de cultivo agar YPD
(Salvadores y col., 1993) e YM agar, incubando a 28 °C durante 48-72 Horas. Las
colonias se seleccionaron en base a las siguientes caracteristicas de crecimiento en
medio solido: color, elevacion, formacion de peliculas, margen, producciéon de

pigmentos difusibles al medio, superficie, tamafio y textura.

Mostos

En cuanto a la toma de muestras del mosto, siempre se ha efectuado en la
bodega, en recipiente de plastico estéril de 100 mL, con ayuda de un sacamuestras,
introduciendo éste aproximadamente a la mitad del volumen del mosto en la cuba de
fermentacion. Cada muestra es identificada mediante fecha, variedad de la uva y fase
fermentativa (inicio, fermentacién tumultuosa o final).

Las muestras son asi transportadas inmediatamente al laboratorio en recipientes
refrigerados, tomando las precauciones debidas para que exista un completo aislamiento
del ambiente exterior. Estas muestras son rapidamente procesadas a fin de que la natural
evolucién de las mismas no pueda interferir en el proceso de aislamiento, sobre todo

durante las primeras fase del proceso fermentativo.

Cada una de las muestras de mosto se ha de agitar de forma adecuada, a fin de
poder obtener una homogeneidad de las células en el liquido y de esta forma conseguir

resultados fiables.

A continuacién se empled la técnica de las diluciones sucesivas de Koch y
Hansen (Ribereau—Gayon y col., 1980) utilizandose las diluciones entre 10*-10™® en
agua de peptona y sembrandose por extension alicuotas de 0.1 mL en placas de Petri
con medio agar YPD (Salvadores y col., 1993; Regodén Mateos y col., 1996). No se
adicionaron al medio sustancias inhibidoras para otros microorganismos para no alterar,
en la medida de lo posible, las proporciones relativas de las especies de levaduras

autoctonas en el mosto.

Las distintas colonias que se obtuvieron en el primer cultivo fueron aisladas,
después de 2-3 dias de incubacién a 28 °C, en base a sus caracteristicas diferenciales a

simple vista (color, elevacion, formacién de peliculas, margen, producciéon de
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pigmentos difusibles al medio, superficie, tamafio y textura), siendo posteriormente

realizadas resiembras sucesivas a fin de obtener cultivos puros.

Debido a la cantidad de medios que son usualmente empleados por diferentes
autores para este propoésito se realizaron pruebas con diferentes medios de cultivo a fin
de determinar si este aspecto era limitante en la obtencién de las diferentes colonias. El
resultado obtenido fue, en nuestro caso, la eleccion del denominado agar YPD. Este
medio no lleva difenilo ni propionato para limitar el desarrollo de hongos, puesto que,
siguiendo otros autores, tras 2-3 dias de incubacién, el desarrollo levaduriforme es
adecuado para poder llevar a cabo los aislamiento mientras que el micelio de los hongos
no es lo suficientemente importante como para limitarnos la toma de muestras de las

colonias (Mulet, 1990).

Posteriormente, las colonias asi aisladas se sembraron por duplicado en tubos
inclinados con el medio MYPD conservdndose estos a 4 °C. Uno de estos tubos servird
para ser utilizado en los diferentes test identificativos, el otro para conservacién. Estas
levaduras fueron resembradas cada seis meses en MYPD a fin de mantener la viabilidad

de las mismas.

Material

El material empleado es el habitual en laboratorio de microbiologia general. A
continuacion se destacan algunos de los materiales empleados: Microscopio dptico
PLEUGER GIRALT XSZ-107 con objetivos x4, x10, x40 y x100. Estufa de cultivo
SELECTA Mod. 207. Estufa para desecacién y esterilizacién con termostato de
seguridad SELECTA Mod. CONTERM. Agitador magnético AGIMATIC-N
SELECTA. Incubador refrigerado Mod. PRESBATEM de SELECTA. Autoclave
SELECTA Mod. 437-G. Balanzas METTLER PE 3000 Y METTLER AE200. Pipetas
de embolo Mod. TYP DIGITAL 200-1000 uL. de BRAND. Tapones SERO-TAP de
SELECTA, didmetros 14-16 mm, 17-18 mm y 19-20 mm. Tubos de ensayo de
diferentes didmetros. Placas de Petri estériles desechables. Asas y puntas de platino.
Escobillones estériles. Medios de cultivo preparados a partir de bases deshidratadas de

MERK, DIFCO, OXOID Y BIOKAR DIAGNOSTICS. Etc.
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Identificacion Taxonémica De Las Levaduras Aisladas

Como ya se ha comentado, las pruebas ensayadas en este trabajo, fueron las
descritas por autores tales como Kreger van Rij, Lodder, Barnet etc., en base a la
metodologia empleada por estos y a la capacidad de realizacion de las mismas. Estas

pruebas fueron las siguientes:

Caracteristicas Morfologicas De Las Células

Las caracteristicas buscadas son las siguientes:

o Tamafio y Forma de las células: apiculada, esférica, ovoide... Se realizan
preparaciones en fresco suspendiendo una porcién del cultivo de levaduras de 48
horas a 28°C, en una gota de agua. Se afiade una gota pequefia de lugol y se cubre
con un cubreobjetos. Se examina por observaciéon microscépica a 1000 aumentos.

En lugar de lugol se puede emplear azul de metileno.

o Reproduccién vegetativa: Para la observacion de la reproduccién asexual se emplea
el mismo método de observacion descrito anteriormente. Las levaduras se
multiplican de forma asexual mediante:

* Gemacion: formacién de yemas o blastos bien unipolar, bipolar o
multilateralmente
* Escision: formacion de un tabique transversal.

* Combinacién de ambos procedimientos.

o Formacién de micelio o pseudomicelio: La técnica que se ha de llevar a cabo para a
realizacion de esta prueba es la que sigue: En el interior de una placa Petri estéril se
ha de introducir una varilla de vidrio en forma de “U”, y sobre ésta un portaobjetos.
Se prepara agar malta (o cualquiera de los agar patata) que, fundido, se extiende
sobre el portaobjetos y, una vez ha solidificado se siembra en linea con la levadura
objeto de estudio. A continuacion se pone un cubreobjetos de forma que quede la
mitad del portaobjetos cubierto y la otra mitad sin cubrir. Para evitar que durante la
incubacién se pueda secar el agar, se ha de cubrir el fondo de la placa Petri con agua
estéril. A continuacidén se lleva a estufa donde permanece durante 4-5 dias a 28 °C
para observarlo transcurrido este tiempo al microscopio ptico con pocos aumentos.

(Harrigan y col., 1979).
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Caracteristicas De Los Cultivos

o Crecimiento en medio sdlido: El crecimiento que las levaduras presentan en medio
s6lido, la morfologia de sus colonias, varia de unas especies a otras, siendo este uno
de los pardmetros que nos permiten distinguir taxonomicamente las especies unas de
otras. Una vez transcurrido el periodo de incubacién en medio YPD a 28 °C durante
varios dias, los factores que se han de tener en cuenta son los siguientes: borde
(puede ser con flecos, entero, liso, lobulado, ondulado, recortado, rizado, etc.), color
(amarillo, beige, blanco, marrén, naranja, rojo, etc.), elevacion (ya sea abultada,
plana, etc.), superficie (verrugosa, brillante, estriada, hirsuta, lisa, opaca, peluda,
rugosa, etc.), textura (mucoide o viscosa, butirosa, compacta, etc.).

o Crecimiento en medio liquido: la realizacién de esta prueba tiene como fin poder
determinar el tipo de crecimiento que presentan las diferentes levaduras objeto de
estudio en medio liquido. Se apuntard la presencia de sedimento, turbidez del medio,
velo y anillo. La aparicion de velo (pelicula en la superficie del medio liquido) se
debe a la demanda o necesidad de oxigeno por parte de las levaduras, si bien pueden
presentar velo los cultivos tanto de levaduras fermentadoras como no fermentadoras.
El medio elegido para esta prueba es el denominado GYPW que a continuacién se
detalla para 1 L de medio: Extracto de levadura 5 g, Peptona 10 g, Glucosa 20 g,
AgualL.

o Formacion de ascosporas: Como ya se ha indicado, la forma “normal” o habitual de
reproduccién de las levaduras es mediante gemacion. Sin embargo, algunos géneros
de levaduras presentan la capacidad reproduccién en medios pobres en nutrientes,
mediante la formacidn de ascosporas.. Una célula de levadura forma una costra a su
alrededor (asca) y se multiplica en su interior en varias células (esporas) a costa de
ella. La esporulacion se induce cultivando la levadura sobre un medio rico en
nutrientes y con glucosa como fuente de energia o medio de pre-esporulacién
(Glucosa 5%, Extracto de levadura 1%, Peptona 3%, Agar 2%), en el que
permanece durante dos dias a 28 °C, pasando a continuacién a otro medio de cultivo,
medio de esporulacién (Glucosa 0.1 %, Extracto de levadura 0.25%, Acetato
potésico 1%, Agar 2 %), pobre en nutrientes y glucosa, con acetato potésico, en el
que permanece durante cinco dias a 28 °C. Pasado el periodo de incubacién en el

segundo medio, se realiza una preparacién con fijacién y tincién de las esporas,
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seguida de observacion a 1000 aumentos (con aceite de inmersién). En caso de que
la levadura no esporule, dejaremos el cultivo a temperatura ambiente durante
algunas semanas (4-6 semanas) e iremos observando si pasado este tiempo ha

esporulado o no.

Caracteristicas Fisiologicas Y Bioquimicas

o Fermentacion de carbohidratos: La levadura se siembra en medio liquido, la baja
concentracion de oxigeno en el fondo del tubo hace que, si la levadura es
fermentativa, emplee el azicar en estudio formando etanol y CO,. Se siembra la
levadura en tubos (con tubos invertidos Durham) que contengan caldos para la
fermentaciéon de carbohidratos. Debe emplearse un control que no contenga
carbohidrato, ya que el contenido en trealosa de algunas tandas de extracto de
levadura puede ser lo suficientemente elevado como para que tenga lugar una
fermentacién detectable con las levaduras que fermentan esta sustancia (Harrigan y
col., 1979). Los azicares empleados son glucosa, galactosa, sacarosa, maltosa,
lactosa, trealosa, celobiosa, melezitosa y rafinosa. El medio de fermentacién
contiene Extracto de levadura al 0.5%, Azicar a examen al 2% (excepto Rafinosa al
4 %)y Agua destilada 100 mL Este se reparte en tubos de ensayo, que poseen en su
interior una campana Durham, a razén de 10 mL en cada uno, esterilizdndose a 0.5
atmosferas durante 15 minutos. Los tubos se siembran con la levadura a estudio,
incubdndose a 28 °C y se observan durante 28 dias. El gas resultante de la
fermentacion, caso que esta se produzca, seria recogido en la campana Durham. En

el caso de la rafinosa, al estar compuesto por tres hexosas:

MELIBIOSA
FRUCTOSA | GLUCOSA _l_ GALACTOSA

SACAROSA

La fermentacion puede ser 1/3, si queda melibiosa o sacarosa en el medio, 2/3 si
queda galactosa libre o completa, si no hay restos de azicares.

Para su comprobacidn, se llevan a cabo las siguientes pruebas:

* Presencia de aziicares reductores: 1 mL del liquido fermentado se mezcla

con 5 mL del reactivo de Luff en un tubo de ensayo y se calienta a ebullicion.
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Si el azicar reductor se encuentra en el medio este se pondrd de color verde,

en caso contrario seguird azul.

* Presencia de glucosa: 1 mL del liquido fermentado se mezcla con 2 mL de
HCI (1:10) en tubos de ensayo. Se calienta al bafio Maria, se afiade una gota
de naranja de metilo y se neutraliza con carbonato sddico gota a gota. La
presencia de glucosa se detecta con una tira de papel indicador de esta

sustancia.

* Presencia de fructosa: 1 mL del liquido fermentado se mezcla con 0.5 mL de
reactivo metilindol y 3 mL de HCI (conc). Si la fructosa se encuentra en el

medio el color naranja pasa a rojo.

Aziacar reductor | Glucosa | Fructosa Fermentacion
+ + - 1/3 (Residual Melibiosa)
- + + 1/3 (Residual Sacarosa)
+ - - 2/3 (Residual Galactosa)
- - - Completa

0 Asimilacién de azicares: Esta prueba se realiza con aquellas cepas que no han
fermentado los azicares a examen, ya que toda cepa que fermenta un azicar
determinado, es capaz de asimilarlo. Se trata de conocer qué cepas son capaces de
metabolizarlo inicamente por via oxidativa. El método en el que se emplean medios
de cultivo liquidos fue descrito por Wickerham y Burton en 1948. Los resultados
pueden mejorar si se agita durante la incubacién. Unicamente pueden ser empleados
reactivos de muy alta pureza puesto que pequefias impurezas pueden estar presentes
y falsear los resultados (por ejemplo D-glucosa en la maltosa o D-galactosa en L-
arabinosa). Tanto el medio de asimilacién de azicares como el testigo se reparten a
razén de 10 mL por tubo y se esterilizan a 1 atmdsfera durante 15 minutos. Los
medios se siembran con la levadura objeto de estudio y se incuban a 28 °C. Durante
un mes se observan estos, comparando el testigo con los medios que contienen
azucar. Algunos autores mantienen el test durante tres semanas, otros durante
cuatro. Estos largos periodos de incubacion permiten a la levadura adaptarse a
emplear ciertos compuestos. Tubo positivo serd aquel que presenta una turbidez
superior al testigo. Los azicares ensayados son los siguientes: almidén soluble,

celobiosa, D-xilosa, galactosa, glucosa, L-arabinosa, L-ramnosa, L-sorbosa, lactosa,
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maltosa, melibiosa, rafinosa, sacarosa y trealosa. El medio de asimilacién contiene
Yeast Nitrogen Base al 0.67%, Azicar a examen al 1% y Agua destilada 100 mL.
Por otra parte, el medio testigo posee Yeast Nitrogen Base al 0.67% y Agua
destilada 100 ml

Asimilacion de nitratos: Esta prueba se realiza para conocer si una cepa es capaz de
emplear nitrato como unica fuente de nitrégeno. La metodologia para llevarla a
cabo es igual a la empleada para la asimilacién de azicares. La composicién del
medio de asimilacién seria: Yeast Carbon Base al 1.17%, Nitrato potasico al 0.78%
y Agua destilada 100 mL. El medio testigo tendria: Yeast Carbon Base al 1.17% y
Agua destilada 100 mL

Desarrollo en presencia de etanol: Esta prueba tiene como finalidad conocer si una
cepa es capaz de emplear el etanol como tunica fuente de carbono. La metodologia
es igual a la de asimilacion de azdcares pero con la salvedad que en esta ocasion la
esterilizacion del medio ha de realizarse mediante filtracion. La levadura que se va a
estudiar se siembra muy ligeramente un tubo de medio con etanol, sembrando al
mismo tiempo otro tubo de medio sin etanol. Ambos se incuban a 28 °C durante un
periodo de hasta tres semanas, examinidndolos con frecuencia para observar el
crecimiento. El medio de asimilacidon contiene Yeast Nitrogen Base al 0.67%, un
3% de Etanol y 100 mL de Agua destilada. El medio testigo posee Yeast Nitrogen
Base 0.67% y 100 mL de Agua destilada.

Hidrdlisis de la arbutina: La realizacion de esta prueba permite conocer si la cepa de
levadura que estamos ensayando posee actividad B-glucosidasa. En caso de que asi
sea, la levadura serd capaz de hidrolizar la arbutina (hidroquinona [-D-
glucopiranésido), liberando al medio la hidroquinona libre. Se produce en el medio
una coloracién parda-obscura por reaccién de la hidroquinona con la sal férrica
soluble que incorpora el medio. Para la preparacién del medio de cultivo, se funde
este y se incorpora la arbutina. Una vez se alcanzan los 40-45 °C se afiaden al medio
unas gotas de cloruro férrico al 25 % estéril. Agitando se ha de verter en placas de
Petri estéril donde enfria. Se siembra en estria la cepa objeto de estudio y se lleva a
incubar a 28 °C durante 2-7 dias. Al mismo tiempo una de las placas con el medio

de cultivo, que no ha sido sembrada, se ha de incubar, a fin de servir de control o
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blanco para comparacion con las sembradas con las levaduras. Si las levaduras dan
positiva esta prueba, pasado el periodo de incubacién podremos observar una

coloracién marron-parda en el medio.

Resistencia a la actidiona (Cicloheximida): Se siembra la levadura en Y.N.B. (Yeast
Nitrogen Base), esterilizada por filtracion, conteniendo un 0.5% de glucosa 'y 100 pg
de actidiona por mL. Se incuba a 25 °C durante 4 semanas, examinandolo
semanalmente para observar el crecimiento. Si se produce un crecimiento bueno en
la primera semana, se deduce que la resistencia es elevada. Si al cabo de 3 o 4

semanas el crecimiento es escaso o nulo, se deduce que la sensibilidad es alta.

Crecimiento a 37 °C en medio de cultivo YPD agar. L.a mayoria de las especies de
levaduras presentan una temperatura 6ptima de crecimiento entre 20 y 28 °C. Una
placa con agar YPD se inocula con células pertenecientes a un cultivo joven y se

incuban a la temperatura indicada durante cuatro dias hasta su lectura.

Resistencia a las altas presiones osmoticas: Crecimiento en medio con glucosa al
50% y 60%. Las levaduras que provienen de substratos ricos en azicar o sales
suelen presentar resistencia a las altas presiones osmoticas. Muchas especies de
levadura crecen bien a concentraciones de glucosa del 40% en peso mientras que
son pocas las que lo hacen a concentraciones del orden de 50-70%. La capacidad de
crecer a elevadas concentraciones de azicar se determina generalmente en medios
agarizados que contengan 50% y 60% de glucosa. Los citados medios de cultivo
tienden rapidamente a deshidratarse por lo que se recomienda realizar el cultivo con
las placas en bolsas de pldstico herméticamente cerradas o bien precintandolas
mediante una cinta adhesiva (si bien esta segunda opcién podria tener un efecto

adverso en el crecimiento al impedirse la aireacion).

Sistemas De Identificacion API

Por lo que respecta al sistema API ZYM, la composicién de los reactivos a

emplear se describe a continuacién: ZYM A (Tri-hidroxi-metil-amino-metano: 250 g.;
Acido clorhidrico al 37%: 110 mL; Lauril sulfato: 100 g.; Agua destilada: csp 1000
mL)(Ref. 70480 BioMérieux), ZYM B (Fast Blue BB: 3.5 g.; 2-metoxi-etanol: csp
1000mL)(Ref 70480 BioMérieux).

137



Parte Experimental

La preparacion de la muestra en el API ZYM consiste en diluir la misma en un
volumen de, al menos, 2 mL de agua destilada o de medio acuoso no tamponado (por
ejemplo suero fisioldgico). Para los microorganismos se ha de preparar una suspension
de densidad Optica determinada (Tubo 5-6 de la escala de McFarland (Ref.70900
BioMérieux)) en agua destilada o en medio isoténico a partir de un aislamiento en
medio sélido de un cultivo puro o de un deposito de centrifugacion de un cultivo en
medio liquido. Es muy importante para la obtencién de resultados reproducibles que las
cepas a comparar hayan sido cultivadas en un mismo medio, que las suspensiones hayan
sido hechas en el mismo liquido y que presenten la misma densidad 6ptica. Esta técnica
permite poner en evidencia los enzimas inducibles pudiendo ser detectados afiadiendo al
medio de cultivo el/los inductores correspondientes.

Una vez preparada la muestra se reparte esta en las cipulas de la galeria
poniendo con la pipeta 65 UL por cipula. Se pone a incubar a la temperatura éptima
durante algunas horas (en nuestro caso 4 horas a 28-30 °C). Las condiciones de tiempo y
temperatura pueden variar en funcion del tipo de muestra pero han de ser idénticas en el
marco de un trabajo dado.

Después de incubar, y para la lectura de la galeria, se afiade una gota de reactivo
ZYM A y una gota de ZYM B en cada ciipula. El hecho de poner una gota de un agente
tensoactivo (ZYM A) permite facilitar la solubilizacién del reactivo ZYM B en el
medio. De otra forma podria formarse un precipitado alterandose la reaccién. Se ha de
dejar desarrollar la coloracion durante cinco minutos y a continuacién exponer la galeria
una decena de segundos a la luz de una lampara de alta potencia (1000 W) situada a una
distancia de 10 cm, con el fin de eliminar el fondo amarillo debido al exceso de Fast
Blue BB que no ha reaccionado y volver de esta forma incoloras las reacciones
negativas. Una exposicion prolongada a la luz solar posee el mismo efecto.

Para la toma de resultados se efectiia la lectura y anotacién de los mismos de 0 a
5 segtn la ficha correspondiente suministrada por el fabricante. El valor O corresponde a

una reaccion negativa y el 5 a una reaccién de intensidad de intensidad méxima.

Por su parte, para realizar el Sistema API ID32 A, los medios y reactivos que se
emplearon para la realizacion de la prueba fueron: Reactivo JAMES (Compuesto J
2183 0.5 g, HCI csp 100 mL)(Ref 70540 BioMérieux), Reactivo NIT 1 (Acido
sulfanilico 0.8 g, Acido acético 100 mL)(Ref. 70440 BioMérieux), Reactivo NIT 2 (N-
N-dimetil-1-naftilamina 0.6 g, Acido acético 5N 100 mL)(Ref. 70450 BioMérieux) y
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Reactivo FB (Fast Blue BB 0.35 g, Solventes organicos 100 mL)(Ref. 70560
BioMérieux).

Para la preparaciéon de la muestra, se tomaron colonias que se encontraban en
MYPD y se resembraron en YPD, incubando a 28 °C durante 24-48 horas. Para preparar
el inoculo, se abre una ampolla de Suspensin Medium o bien se prepara un tubo con 2
mL de agua destilada estéril sin aditivo. Mediante un escobillén estéril se recoge el
cultivo y se realiza una suspensién que presente una turbidez igual al patrén 4 de
McFarland. Para la inoculacién de la galeria basta con dispensar una vez
homogeneizada la suspension 55 pL de esta por ctpula. El test denominado URE se ha
de cubrir con una o dos gotas de aceite de parafina. Una vez realizado el inoculo se
cierra con tapa la galeria y se lleva a incubar durante cuatro horas a 28-30 °C. Para
llevar a cabo la lectura de la galeria, se revelan todas las reacciones de la fila 0. Para
ello, el test NIT se ha de afiadir una gota de NIT 1 y NIT 2; para el test IND se anade
una gota del reactivo JAMES; finalmente para los test del PAL a SerA se afiade una
gota de reactivo FB. La lectura de los resultados se realiza tras cinco minutos (no pasar

de diez minutos).

Finalmente, para llevar a cabo la identificacién mediante el sistema API ID32 C,
se empled la siguiente técnica:

Previo a la preparacién del inoculo se resembraron las levaduras a identificar
desde el medio de conservacién a medio YPD y se incubaron durante 24-48 horas hasta

obtener un crecimiento importante.

Para preparar el inoculo se emplearon ampollas de Suspension Medium (Ref.
70600 BioMérieux). Se tomaron una o varias colonias del medio preparado
anteriormente y se realizd una suspension con las mismas en Suspension Medium hasta
obtener una turbidez igual al patréon 2 de McFarland. A continuacién se transfieren 250
UL de la suspension precedente a una ampolla de C Medium (BioMérieux).

Para llevar a cabo la inoculacién en las galerias, una vez homogeneizada la
suspension en C Medium, se dispensan 135 pL por cipula. La galeria se cubre mediante
la tapa correspondiente y se lleva a estufa de incubacion durante 24-48 horas a 28 °C.
Pasado este tiempo se realiza lectura visual comparando con el control y anotandose

como positivos aquellas cipulas en las que aparece turbidez.
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A continuacion, los resultados obtenidos se han de contrastar con los recogidos

en la base de datos que incorpora el Kit.

Interpretacion De Los Resultados
Una vez concluidas las pruebas mencionadas se comparan los resultados
obtenidos con las claves de identificacién taxondmicas descritas por Kurtzman, C.P.

(1998) deduciéndose de estas el nombre o los posibles nombres de las cepas estudiadas.

140






I.- CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS

UVAS Bobal Cavernet Jaén Blanco Tempranillo Macabeo Blancas Tintas (Mezcla)
(Mezcla)
Diametro (cm) 5.3210.10 3.43+0.15 5.14%0.14 4.81£0.09 5.49+0.12 - -
Longitud (cm) 1.56+0.12 1.01 £ 0.09 1.53+0.13 1.45+0.11 1.59+0.10 - -
Peso (g/100 granos uvas) 245.0+ 8.2 93.0+£9.6 213.0+9.5 172.0 £ 8.4 213.0+ 3.5 202.0x5.7 177.0 £ 10.0
Rendimiento (%) 47.08 £2.82 57.56 £ 4.57 48.11 £3.76 60.21 £ 3.21 53.04 = 2.86 49.23+5.7 45.04 £4.77
Acidez Total (g/L tartarico) 4.84+0.31 5.90+0.26 3.97£0.20 4.27+0.27 4.05+0.18 4.83£0.36 5.71+£0.31
pH 4.8 +0.1 33103 3.7+£0.2 39+0.2 3.8+0.1 3.6+0.2 3.7+£0.2
Densidad (g/cc) 1.11568 + 1.10253 + 1.08258 + 1.09095 = 1.08487 + 1.09762 + 1.07827
0.00172 0.00131 0.00098 0.00153 0.00129 0.00184 0.00106
Azucares Totales (g/l) 217.3+10.3 2554+ 12.6 191.9+9.8 2440+ 11.2 196.5+10.8 220.6 = 10.5 186.3+12.6
Glucosa (g/l) 161.36 £ 0.52 120.60 £ 1.55 123.76 £2.10 137.86 £ 1.26 108.98£ 0.91 121.23 £ 1.41 120.17 £2.04
Fructosa (g/l) 127.22 £ 1.67 113.00 £ 1.23 109.84 £ 0.75 118.53£1.93 89.29 £ 1.58 108.14 £ 2.11 97.38+1.29
Glu/Fru 1.268 + 0.086 1.070 £ 0.094 1.127 £ 0.066 1.160 + 0.081 1.220 £ 0.072 1.121 £ 0.090 1.234 £ 0.074
Nitrogeno (mg/100 ml) 60.37 +£5.92 90.55+7.36 105.64 £ 6.59 75.46 £9.23 90.55*+6.34 78.70 £5.19 77.40£7.95

Tabla 31: Resumen estadistico de los resultados obtenidos tras el estudio de los principales parametros fisicoquimicos en uvas de la zona

(n=6).

Estudio de Madurez
Prieto Picuda | Sauvignon Blanc | Garnacha Viura Colombard Syrah Vermentino
Azucares totales (g/1) 225.0+10.8 220.0 £ 12.6 205.0+£9.8 | 205.0+£10.3 | 205.0+11.0 | 210.0£10.7 | 210.0 + 10.5
Acidez Total (g/L tartarico) | 4.65+0.21 7.12£0.19 4.87+0.30 | 5.17+0.26 | 5.18£0.22 | 5.18+0.38 | 5.55%0.33

Tabla 32: Estudio complementario de madurez en otras uvas estudiadas en la Comarca viticola de Laujar (Almeria)




MOSTOS Bobal Jaén Tinto | Jaén Blanco | Tempranillo Macabeo Monastrell Blancas Tintas
pH 34+0.1 34+0.1 3.6t0.2 34+0.1 33+0.2 44+03 43+03 44102
Acidez Total (g/L tartarico) 7.29 £0.45 5.76 £0.26 4.13+0.28 7.85+0.40 493+0.35 3.42+0.33 3.40£0.38 3.90+0.42
Densidad (g/cc) 1.10030 = 1.11849 1.10523 1.08248 + 1.08696 1.09348 £ 1.09269 + 1.09797 =
0.00095 0.00174 0.00168 0.00103 0.00181 0.00101 0.00076 0.00187
Sulfuroso libre (mg/L) 12.8+0.5 32+0.7 10.1£0.7 12.8£0.8 9.6+ 0.5 9.510.6 8.710.6 9.0£0.4
Sulfuroso comb. (mg/L) 51.2£0.6 51.2+£0.5 543£0.6 57.6£0.8 28.8£0.7 30.7t0.4 60.1£0.5 354+0.5
Azucares Totales (g/L) 182.3+9.5 273.2+14.2 197.0+11.7 214.8+8.9 214.8+15.4 182.0+10.4 2148+ 12.1 226.41+9.8
Polif. Totales (g/L) 246.0 £ 16.0 1072.0£12.9 41151143 442.7+£9.8 247.3+17.5 3982+11.4 163.0+12.8 491.0£15.5
Indice F. C. 1.93£0.1 20.9+0.5 22.12+0.5 179+04 3.88+£0.1 18.26 £ 0.3 74103 9.1+£0.2

Tabla 33: Resultados obtenidos tras el estudio de los principales parametros fisicoquimicos en mostos de la zona




VINOS Bobal Rosado Jaén blanco Tempranillo Macabeo Blanco Tinto
Acidez Total (g/L tartarico) 6.37£0.39 6.21 £2.51 6.31t1.14 6.94 +£0.93 6.88 £0.62 5.87+£1.10 5.69+£0.71
pH 3.58 £0.06 342+0.16 3.31£0.10 3.191£0.12 3.191£0.12 3.44+0.16 3.52+£0.10
Densidad (g/cc) 0.97327 0.98761 0.98906 £ 0.98916 = 0.99192 £ 9.6x10 0.98879 0.90086x 0.00152
0.00290 0.00162 0.00158 0.00112 4 0.00302
Sulfuroso libre (mg/L) 15.80+4.72 6.20 = 3.81 16.98 +5.63 26.90 + 6.61 9.6 +4.17 15.36 £ 5.06 18.55+6.33
Sulfuroso comb. (mg/L) 110.13 £ 12.55 65.37+ 7.04 92.84 £9.06 127.31 £6.12 28.80 + 8.85 3456+ 7.14 56.80 £ 9.02
Acidez volatil (g/L acético) 0.39£0.15 0.52£0.09 0.38£0.10 0.45+0.12 0.22+£0.07 0.34£0.18 0.43£0.11
Acidez Fija (g/L tartarico) 5.88+0.16 5.56 £0.25 5.83£0.19 6.38£0.33 6.60 £ 0.21 544 +£0.19 5.45+0.12
Azucares Red. (g/L) 2.05+0.57 2.31£0.35 1.70 £ 0.28 1.85+0.90 1.96 £0.32 1.74 £ 0.50 1.81+£0.47
Glucosa 0.07 £0.02 0.08 £ 0.01 0.12+ 0.02 0.09 £0.02 0.07 £ 0.01 0.09 £ 0.01 0.10+0.02
Fructosa 0.13 £0.026 0.12£0.034 0.20 £ 0.049 0.132 £ 0.066 0.16 £ 0.050 0.18 £0.047 0.17 £0.044
Glu/Fru 0.55%0.05 0.64 £ 0.09 0.63 £0.06 0.65 +0.08 0.64 +0.08 0.62 +0.09 0.61 £0.09
Glicerina (g/L) 7.60 +0.48 7.50+£0.42 7.32£0.50 7.1210.51 6.26 £ 0.39 7.00+0.53 7.21£0.40
Grado Alcohélico (G.L.) 13.04 £ 0.11 13.15+£0.31 11.70+£0.25 11.47 £0.39 12.44+£0.33 11.91 £0.20 12.30+0.40

Tabla 34: Resultados obtenidos tras el estudio de los principales parametros fisicoquimicos en vinos de la zona.




Indices Cromaticos

VINOS Bobal Rosado Jaén blanco Tempranillo Macabeo
Long. Onda Dom (nm). 686.4 619.0 565.6 686.4 569.6
Pureza (%) 14.06 31.43 9.26 19.44 6.66
Lumin. Relativ 19.78 33.59 92.44 22.02 95.74
C (croma) 17.47 43.097 8.031 16.83 4.802
L (claridad) 51.57 64.62 97.30 66.64 97.70
a 17.45 34.74 -0.969 16.15 -0.431
b 3.86 16.67 7.972 4.73 4.783
H (tono) 15.83 22.76 83.069 16.33 84.85
S (saturacion) 0.339 0.567 0.0825 0.253 0.049
Polif. Totales (mg/L) 1725.6 624.2 279.7 1516.4 341.7

Tabla 35: Indices cromaticos




Acidos Organicos Individuales

Ac. Tartarico Ac. Malico (g/L) Ac. Lactico (g/L)
Bobal 3.85 1.24 1.22
J.Blanco 5.11 1.44 0.80
Macabeo 5.76 0.89 0.64
Tempranillo 3.76 2.15 1.11
Rosado 3.69 1.39 1.10
Prieto Picuda 6.50 0.41 1.04
Sauvignon Blanc 3.30 0.59 1.16
Garnacha 6.80 0.80 1.14
Viura 3.14 1.11 1.16
Colombard 5.70 1.74 1.02
Syrah 6.30 1.15 0.93
Vermentino 5.8 0.96 1.10

Tabla 36: Resumen estadistico de los valores obtenidos en el estudio especifico de la fermentacion malolactica.




Alcoholes, Aldehidos y Esteres

Bobal Rosado Jaén Blanco | Tempranillo Macabeo Blanco Tinto
Acetaldehido 94.5 72.7 66.8 87.6 474 82.4 76.4
Acetato de Metilo | - | o | | e | e e e
Acetato de Etilo 63.1 77.7 103.6 107.4 61.4 94.3 106.7
Metanol 67.2 60.3 59.5 62.4 24.3 43.1 74.2
Propanol 24.2 25.8 31.7 22.4 23.8 24.3 23.8
Isobutanol 34.7 23.2 30.7 29.4 39.7 30.1 49.3
Butanol 48x10° 42x 107 43x10° 5.0x 107 4.1x 107 45x10 4.7x 107
Isoamilicos 187.4 164.3 155.1 137.9 144.9 1437 | -

Tabla 37: Resumen estadistico de los resultados obtenidos tras el estudio de alcoholes, aldehidos y ésteres, expresados en mg/1.??




Mostos (mg/L.) Vinos (mg/L)
Blancos Rosados Tintos
X Gyt Rango X Ot Rango X £ On1 Rango X £ Ou1 Rango
Sodio 14.0£4.1 13.7-28.7 16.94+0.38 | 16.00-17.03 | 16.27£0.36 | 15.84-16.69 | 10.92+1.70 | 6.72-11.12
Potasio | 863.2+£276.3 | 447.5-1390 | 546.70 £52.7 | 442.5-590.8 | 499.6 £38.4 | 423.2-533.6 |648.7+37.75| 574.8-682.6
Calcio 168.7+23.2 | 149.9-216.0 | 82.3+23.8 | 45.6-106.0 47.8 £26.3 22.3-98.6 |81.50+28.13| 29.2-113.8
Magnesio | 52.81+9.1 40.0-66.5 55.18+7.04 | 40.31-62.27 | 49.52+535 | 41.13-59.25 | 56.45+2.18 | 52.14-58.56
Hierro 1.66 £0.57 1.00-3.00 2.40£0.01 2.38-2.41 2.54£0.62 1.42-3.77 3.92+£0.94 1.79-4.65

Tabla 38: Contenido de Na, K, Ca, Mg y Fe en los vinos analizados




Resultados

II.- ESTUDIO MICROBIOLOGICO

Los resultados obtenidos en el andlisis microbiolégico de los vinos estudiados

durante la presente Tesis Doctoral, se expresan a continuacién en forma de tablas donde

aparecen las medias de los valores obtenidos para cada vino a lo largo de diferentes

muestreos.

Tabla 39: Analisis microbiologico de vinos

VINO BACTERIAS TOTALES/100 mL | BACTERIAS ACIDOFILAS/100mL
Jaén Blanco 200 100

Bobal 15 <10

Tempranillo 820 500

Macabeo <10 <10

Rosado <10 <10

Por lo que respecta a los resultados obtenidos en el aislamiento y caracterizacion de

la flora autéctona presente en las uvas y mostos pertenecientes a la Cooperativa vitivinicola

Bodegas Valle de Laujar, a continuacion se expresan en forma de tablas.

Tabla 40: Especies de levaduras que fueron aisladas en las muestras de uvas y

porcentaje de cada una de ellas en el total de los aislamientos.

ESPECIE AISLADA | PORCENTAJE (%)

Candida valida

9.09

Candida stellata

29.09

Kloeckera apiculata

23.64

Pichia anomala

3.63

Rhodotorula glutinis

32.73

Trichosporon cutaneum

1.82
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Por su parte, en la siguiente tabla (Tabla 41) se muestran los resultados obtenidos en
los aislamientos realizados en los mostos, asi como los porcentajes de participacion de cada
especie en las diferentes fases fermentativas. Destacar que, puesto que en ningln caso se
produjeron velos superficiales tras la fase de fermentacién lenta, no hubo de realizarse toma

de muestras de los mismos y por tanto no se aislaron levaduras en ese momento.

Tabla 41: Porcentaje de aislamiento de levaduras en mostos.

ESPECIE AISLADA | 1* FASE (%) | 2* FASE (%) | 3* FASE (%)
Saccharomyces cerevisiae 18 88.8 100
Kloeckera apiculata 52 11.2 -
Candida stellata 22 - -
Pichia anomala 2 - -
Rhodotorula glutinis 6 - -

A continuaciéon se presentan los resultados que se han obtenido para la

determinacién de cada una de las especies aisladas en el presente trabajo.

Rhodotorula glutinis: 1a especie Rhodotorula glutinis (Fresenius) F.C.
Harrison (1928) presenta dos variedades: Rhodotorula glutinis (Fresenius) F.C. Harrison
var. glutinis (1958) y Rhodotorula glutinis var dairenensis. La variedad R. glutinis var.
dairenensis es similar a R. glutinis var. glutinis excepto que asimila los nitratos débilmente,
no asimila el 2-Ceto-D-Gluconato y requiere Tiamina para su crecimiento. El andlisis de
secuencias de nucledtidos indica que la variedad dairenensis presenta unas relaciones
filogenéticas mds cercanas a R. mucilaginosa que a la variedad glutinis.

Las caracteristicas del crecimiento en agar extracto de malta al 5% son las
siguientes: tras un mes de incubacién a 25 °C, la morfologia celular es igual a la que
presenta en extracto de malta excepto que la células pueden ser mas alargadas. El cultivo en
linea se presenta de color rojo-coral a asalmonado o ligeramente anaranjado. La superficie
varia de lisa, frecuentemente con finas estriaciones transversales, a arrugada. El aspecto es

de muy brillante a semibrillante. La textura varia de mucosa a ligeramente dura. La seccién
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transversal es desde plana a algo convexa y el borde va de irregular a entero, a menudo con

un pseudomicelio rudimentario.

Las pruebas de fermentacion son siempre negativas en esta especie. Por el contrario,

las pruebas de asimilacién originan los siguientes resultados:

Tabla 42: Pruebas de asimilaciéon en Rhodotorula glutinis.

Glucosa + | D-Xilosa
Galactosa v | L-Arabinosa
L-Sorbosa v | D-Arabinosa
Sacarosa + | D-Ribosa
Maltosa + [ L-Ramnosa
Celobiosa v | D-Glucosamina
Trealosa + | N-Acetil-D-Glucosamina
Lactosa - | Metanol
Melobiosa - | Etanol
Rafinosa v | Glicerol
Melezitosa + | Eritritol
Inulina - [ Ribitol
Almidén soluble | - | Galactitol

\%
\%
\%
\%
\%

\%
\%

<

D-Manitol
D-Glucitol

o-Metil-D-Glucésido

Salicilina
D-Gluconato
DL-Lactato
Succinato
Citrato
Inositol
Hexadecano
Nitrato

Crecimiento sin vitaminas

< < <

+'w

< 4+ <+

< + +

Tabla 43: Test de asimilacion adicionales y

otras caracteristicas en Rhodotorula

lutinis.

2-Ceto-D-Gluconato v | Ureasa +
5-Ceto-D-Gluconato - | Licuefaccion de gelatina -
D-Glucuronato - | Crecimiento sin Tiamina v
50% (p/p) Glucosa-Agar Extracto de levadura | - |Crecimiento a 37 °C +
10% NaCl/5% Glucosa w | Co-Q 10
Formacion de Almidon - | Mol% G+C 60.0-61.2

Pichia anomala: Pichia anomala (E.C. Hansen) Kurtzman (1984a) se presenta

en forma anamorfica como Candida pelliculosa Redaelli. Uno de sus sinénimos mas

importantes es Hansenula anomala, con el que suele encontrarse en numerosas

publicaciones.

Su crecimiento en agar extracto de malta al 5% después de tres dias de incubacion a

25 °C origina células de esféricas a elongadas, que aparecen aisladas, en parejas o en

pequeifios grupos. El crecimiento es butiroso y de color débilmente tostado.
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El crecimiento en superficie en los medios de asimilacion se realiza con formacion
de peliculas en algunas cepas y cuando estas se forman varian desde delgadas y lisas a
gruesas y arrugadas.

Por lo que respecta a la formacién de ascosporas, P. anomala es heterotalica, pero la
forma ascospordgena diploide se aisla de forma habitual en la naturaleza. Las células
diploides se convierten directamente en ascas y forman de una a cuatro ascosporas en forma
de sombrero. Las ascosporas pueden observarse en agar extracto de malta al 5% y agar V8,
entre otros medios, tras 3-10 dias de incubacidén a 25 °C. Las caracteristicas fermentativas

de esta especie se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 44: Pruebas de Fermentacion en P. anomala.

Glucosa + Rafinosa w/-
Galactosa % Trealosa -
Sacarosa + Lactosa -
Maltosa \%

Tabla 45: Pruebas de Asimilacion en P. anomala.

Glucosa + | D-Xilosa v | D-Manitol +
Galactosa v | L-Arabinosa v | D-Glucitol +
L-Sorbosa - | D-Arabinosa - | a-Metil-D-Glucésido +
Sacarosa + | D-Ribosa v | Salicilina +
Maltosa + [ L-Ramnosa - | D-Gluconato \%
Celobiosa + | D-Glucosamina - | DL-Lactato +
Trealosa + | N-Acetil-D-Glucosamina - | Succinato +
Lactosa - | Metanol - | Citrato +
Melobiosa - | Etanol + [ Inositol -
Rafinosa + | Glicerol + | Hexadecano -
Melezitosa + | Eritritol + | Nitrato +
Inulina - | Ribitol v | Crecimiento sin vitaminas +
Almidon soluble |+ | Galactitol -

Tabla 46: Test de asimilacion adicionales y otras caracteristicas de crecimiento
en P. anomala

2-Ceto-D-Gluconato

Licuefaccion de la gelatina

5-Ceto-D-Gluconato - | Crecimiento a 37 °C \%
10% NaCl/5% Glucosa v [Co-Q 7
Formacién de Almidén - |Mol% G+C 35.9-36.6
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Candida stellata: Candida stellata (Kroemer & Krumbholz) S.A. Meyer &
Yarrow (Yarrow and Meyer 1978) presenta como sinénimos mas importantes los de
Torulopsis stellata, Saccharomyces bacillaris y Torulopsis bacillaris. Su crecimiento en el
medio Glucosa-Extracto de levadura- Peptona, después de 3 dias de incubacién a 25 °C,
origina células desde globosas a ovoideas. Estas aparecen aisladas o en parejas. Las

caracteristicas de fermentacidn se presentan en la siguiente tabla (Tabla 47):

Tabla 47: Pruebas de Fermentacion en C. stellata

Glucosa + Lactosa -
Galactosa - Rafinosa +/1
Sacarosa + Trealosa -
Maltosa -

Tabla 48: Pruebas de asimilacion en C. stellata

Glucosa + | D-Xilosa - | D-Manitol -
Galactosa - | L-Arabinosa - | D-Glucitol -
L-Sorbosa -/1 | D-Arabinosa - | a-Metil-D-Glucésido -
Sacarosa + | D-Ribosa - | Salicilina -
Maltosa - |L-Ramnosa - | D-Gluconato -
Celobiosa - | D-Glucosamina - | DL-Lactato -
Trealosa - | N-Acetil-D-Glucosamina | n | Succinato -
Lactosa - | Metanol - | Citrato -
Melobiosa - | Etanol - | Inositol -
Rafinosa + | Glicerol - | Hexadecano n
Melezitosa - | Eritritol - | Nitrato -
Inulina - | Ribitol - | Crecimiento sin vitaminas | -
Almidén soluble - | Galactitol -

Tabla 49: Test de asimilacion adicionales y otras caracteristicas de crecimiento

2-Ceto-D-Gluconato - D-Glucosamina' -
5-Ceto-D-Gluconato - 50% Glucosa +/1
D-Glucuronato - 10% NaCl/5% Glucosa n
Xilitol - | Formacién de Almidén -
L-Arabinitol - | Ureasa -
Arbutina - | Crecimiento sin Biotina -
Propano 1, 2 diol - | Crecimiento sin Piridoxina +
Butano 2, 3 diol - 0.01% Cicloheximida -
Nitrito - Crecimiento a 30 °C +
Cadaverina - Crecimiento a 35 °C \%
Creatinina - Crecimiento a 37 °C -
L-Lisina + |Co-Q 8
Etilamina - Mol% G+C 42.0

T 1. T . ez
Utilizacion de D-Glucosamina como fuente de nitrégeno.
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Saccharomyces cerevisiae: Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen
(1883), presenta como forma anamorfica a Candida robusta. Presenta mas de 95 sinénimos
entre los que destacan Saccharomyces ellipsoideus, S. chevalieri, S. mangini, S.
carlsbergensis, S. oviformis, S. cheresiensis, S. italicus, S. uvarum, S. beticus, etc.

El crecimiento en extracto de malta al 5% después de 3 dias de incubacién a 25 °C,
origina células de forma globosa, ovoidea o elongada. Estas suelen ser observadas bien
aisladas, bien en pequefios grupos. Si se realiza el cultivo a 20 °C, después de un mes de
incubacién se observara sedimento. Por su parte, el cultivo en agar extracto de malta al 5%,
después de un mes de incubacion a 20 °C, el crecimiento se observa butiroso y ligeramente
coloreado en color crema. La superficie serd liso, normalmente plano, ocasionalmente
elevado o plegado y opaco. En los medios de asimilacién esta especie no origina pelicula en
superficie. Para la formacién de ascosporas, las células vegetativas se transforman
directamente en ascas persistentes, que contienen de una a cuatro ascosporas (de forma
globosa o algo elipsoidal). La formacion de estas ascosporas, casi siempre de forma
exclusiva en agar acetato, es normalmente inferior al 10% excepto en las cepas homotélicas

altamente fértiles donde el rango de esporulacion alcanza el 40-95% en 6-10 dias a 20 °C.

Tabla 50: Pruebas de Fermentacion en S. cerevisiae

Glucosa + Lactosa -
Galactosa v Rafinosa +
Sacarosa + Trealosa -
Maltosa Y Melobiosa v

En las pruebas de asimilacion los resultados esperados para la especie

Saccharomyces cerevisiae son los siguientes:

Tabla 51: Pruebas de asimilacion en Saccharomyces

cerevisiae
Glucosa + | D-Xilosa - | D-Manitol -
Galactosa v | L-Arabinosa - | D-Glucitol -
L-Sorbosa - |D-Arabinosa - | o-Metil-D-Glucésido v
Sacarosa + | D-Ribosa - | Salicilina -
Maltosa + |L-Ramnosa - | D-Gluconato \%
Celobiosa - | D-Glucosamina - | DL-Lactato v
Trealosa + | N-Acetil-D-Glucosamina | - |Succinato \%
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Lactosa - | Metanol -
Melobiosa v | Etanol +
Rafinosa + | Glicerol -
Melezitosa v | Eritritol -
Inulina - | Ribitol -
Almidon soluble | - | Galactitol -

Citrato
Inositol
Hexadecano
Nitrato

Crecimiento sin vitaminas | -

Tabla 52: Test de asimilacion adicionales y otras caracteristicas de crecimiento

Cadaverina-HCI -
L-Lisina -
Etilamina-HCI -
Cicloheximida (100 ppm) -

Co-Q
Mol% G+C

Crecimiento a 37 °C

v
6

38.5-41.1

El género Kloeckera presenta células apiculadas, de ovoideas a ovoideas-

alargadas o elongadas. No forman normalmente pseudohifas y, en caso de hacerlo, estas se

presentan raramente bien desarrolladas; Tampoco forman ascosporas. La fermentacion de la

glucosa es positiva, no asimilan los nitratos y requieren inositol y pantotenato para su

desarrollo. La reaccion del azul de diazonio B es negativa. El correspondiente género

teleomorfico es Hanseniaspora.

Dentro de las siete especies reconocidas que presenta este género, Kloeckera

apiculata es la especie tipo. Para discernir entre estas siete especies se presentan las

siguientes claves:

Tabla 53: Claves para la discriminacion interespecie en el género Kloeckera

Especie | Fermentacion | Asimilacion de 2- Crecimiento
de la sacarosa | ceto-D-gluconato | Cicloheximida |30 °C| 34 °C |37 °C
0.01%
K. africana - - - + + -
K. apiculata - + + + n -
K. apis - + + + + +
K. corticus - - - + - -
K. japonica - - + - - -
K. javanica + - - + n -
K. lindneri - - + + n -

Para la determinacién de kloeckera apiculata (Reess emend. Klocker) Janke

(1928), hemos de ver su forma teleomorfica Hanseniaspora uvarum (Niehaus) Sehata,

Mrak & Phaff:
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Hanseniaspora uvarum (Niehaus) Sehata, Mrak & Phaff. Como comentamos,
la forma anamorfica es Kloeckera apiculata. Las caracteristicas de crecimiento se describen
a continuacion:

El crecimiento en glucosa-extracto de levadura-agua de peptona después de dos dias
de incubacién a 25 °C, origina células apiculadas, ovoideas o elongadas, bien aisladas o en
parejas. Originan sedimento. El crecimiento en glucosa-extracto de levadura-peptona-agar
después de un mes a 25 °C sembrando en estria es blanco-cremoso, liso, brillante y
levemente abombado en el centro. En agar patata puede presentarse o no un pseudomicelio
rudimentario ramificado. En la formacién de ascosporas, aparecen una o dos ascosporas
esféricas por asca con un trazo ecuatorial o subecuatorial. Ambos pueden ser inconspicuos
bajo la luz del microscopio. Las ascosporas no son liberadas por el asca. La esporulacion
sucede tras cuatro o mas dias a 25 °C en extracto de malta-agar (Difco).

Las pruebas de fermentacion y asimilacién se muestran a continuacion:

Tabla 54: Pruebas de Fermentacion en Hanseniaspora uvarum

Glucosa + Lactosa -
Galactosa - Rafinosa -
Sacarosa - Trealosa -
Maltosa -

Tabla 55: Pruebas de Asimilacion en Hanseniaspora uvarum

Glucosa + | D-Xilosa - | D-Manitol -
Galactosa - |L-Arabinosa - | D-Glucitol v
L-Sorbosa - | D-Arabinosa - | a-Metil-D-Glucosido -
Sacarosa - | D-Ribosa - | Salicilina +
Maltosa - |L-Ramnosa - | D-Gluconato \s
Celobiosa + [D-Glucosamina - | DL-Lactato -
Trealosa - |N-Acetil-D-Glucosamina | n |Succinato -
Lactosa - | Metanol - | Citrato -
Melobiosa - | Etanol - |Inositol -
Rafinosa - | Glicerol - |Hexadecano n
Melezitosa - | Eritritol - | Nitrato -
Inulina - | Ribitol - | Crecimiento sin vitaminas | -
Almidon soluble | - | Galactitol -
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Otros test adicionales asi como otras caracteristicas del crecimiento serian: 2-ceto-
D-Gluconato: + y formacién de almidoén: -; crecimiento a 37 °C: -, crecimiento en presencia

de cicloheximida al 0.01%: +.

Candida valida: Candida valida (Leberle) van Uden & H.R. Buckley (1970) es la
forma anamorfica de Pichia membranifaciens (E.C. Hansen) E.C. Hansen (1904).

El crecimiento en agar extracto de malta al 5% tras tres dias a 25 °C origina células
entre ovoideas y elongadas, que aparecen aisladas, en parejas, en cadena o en grupos. Las
colonias aparecen amarillentas-tostadas, lisas o arrugadas. El crecimiento en superficie en
los medios de asimilacién origina peliculas de aspecto seco.

Los resultados de las pruebas de fermentacién y asimilacion se muestran en las

siguientes tablas:

Tabla 56: Pruebas de Fermentacion en Candida valida:

Glucosa w/- Lactosa -
Galactosa - Rafinosa -
Sacarosa - Trealosa -
Maltosa -

Tabla 57: Pruebas de Asimilacion en Candida valida:

Glucosa + [D-Xilosa v | D-Manitol -
Galactosa - |L-Arabinosa - | D-Glucitol -
L-Sorbosa v | D-Arabinosa - | a-Metil-D-Glucosido -
Sacarosa - |D-Ribosa - | Salicilina -
Maltosa - |L-Ramnosa - | D-Gluconato -
Celobiosa + [D-Glucosamina v |DL-Lactato \
Trealosa - |N-Acetil-D-Glucosamina | + |Succinato v
Lactosa - | Metanol - | Citrato v
Melobiosa - | Etanol + | Inositol -
Rafinosa - | Glicerol v |Hexadecano -
Melezitosa - | Eritritol - | Nitrato -
Inulina - | Ribitol - | Crecimiento sin vitaminas | V
Almidon soluble | - | Galactitol -

Otros test de asimilacion y caracteristicas de crecimiento son: 2-ceto-D-Gluconato: -
; 5-ceto-D-Gluconato: -; crecimiento en 10% NaCl/5% glucosa: +; formacion de almidén: -;

Crecimiento a 37 °C: v; licuefaccion de la gelatina: w/-.
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Trichosporon cutaneum: Trichosporon cutaneum (de Beurmann, Gougerot &
Vaucher) Ota (1926). El crecimiento en agar glucosa de Sabouraud después de 10 dias
incubando a 22 °C origina colonias color crema, cerebriformes con anchas, himedas y
brillantes zonas marginales de unos 15-17 mm de didmetro, con olor que recuerda al queso.
Las colonias estin constituidas generalmente por hifas desarticuladas pudiendo
transformarse en crecimiento levaduriforme con células que presentan yemas.

No presenta capacidad fermentativa siendo sus caracteristicas asimilativas las que se

muestran a continuacion:

Tabla 58: Pruebas de Asimilacion en Trichosporon cutaneum

Glucosa + | D-Xilosa + | D-Manitol +
Galactosa + [L-Arabinosa + | D-Glucitol +
L-Sorbosa v | D-Arabinosa v | a-Metil-D-Glucosido +
Sacarosa + | D-Ribosa + | Salicilina +
Maltosa + |L-Ramnosa + | D-Gluconato +
Celobiosa + [D-Glucosamina v | DL-Lactato +
Trealosa + [N-Acetil-D-Glucosamina | + |Succinato +
Lactosa + | Metanol - | Citrato +
Melobiosa + [Etanol + [Inositol +
Rafinosa + [ Glicerol + [Hexadecano n
Melezitosa + | Eritritol + [Nitrato -
Inulina - |Ribitol + | Crecimiento sin vitaminas | -
Almidén soluble | + | Galactitol -

Tabla 59: Otras caracteristicas de asimilacion y crecimiento en Trichosporon

cutaneum

2-ceto-D-Gluconato
5-ceto-D-Gluconato
Glucuronato
Arbutina

Xylitol
L-Arabinitol
Glucono-d-Lactona
Cadaverina
Creatinina

L-Lisina

+
+
+
+
+
+

+

Etilamina

50% glucosa

10% NaCl/5% glucosa
Ureasa

Nitrito -
0.01% Cicloheximida %
0.1% Cicloheximida -
Crecimiento a 30 °C +
Crecimiento a 35 °C -
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Discusion de resultados

Las Figuras 7 y 8 representan graficamente, los resultados obtenidos tras la medida
de los pardmetros fisicos mas importantes de las uvas: Peso, Didmetro, Longitud y
Rendimiento.

Tras dicho estudio, y como resultado mds significativo, se han de destacar los altos
rendimientos de las variedades de nueva implantacién en la zona como el macabeo o la
cavernet frente a las tradicionales como el jaén blanco. Datos que concuerdan con los
obtenidos por Loépez, M.L. y col. (1997) en estudios similares de introduccion de nuevas
variedades en la zona y los de Povedo (1988), Hidalgo y col. (1982), Perez-Juan, P.M. y col.
(1997) y los de G* Escudero y col. (1995).

La acidez y el pH, van a ser pardmetros basicos a controlar dado que intervienen en
una serie de procesos fundamentales como el desarrollo y metabolismo de los
microorganismos, la actuacién del sulfuroso o el sérbico, la actividad de enzimas como la
polifenoloxidasa, las pectolasa o las proteasas, los procesos de oxidacion y pardeamiento de
los vinos blancos, la extraccion de las sustancias colorantes de las partes solidas de la
vendimia, la intensidad y tonalidad de los vinos tintos, asi como su limpidez brillo y
estabilidad.

Influye ademéas en todos los procesos coloidales, como la quiebra proteica y la
quiebra férrica, las precipitaciones de bitartrato potdsico o de tartrato neutro de calcio, y por
ultimo, va a ser de una gran importancia en las percepciones organolépticas, directa o
indirectamente, en el color, olor y sabor.

El pH en nuestras uvas (Tabla 31), varia de los 3.3 de la cavernet sauvignon a los
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4.8 de la bobal, siendo la media de 3.8. Valores que podemos considerar normales segtn la

bibliografia general y similares asi mismo a los encontrados por Alvarez M*L. y col.

(1997) en vinos de Badajoz (Tierra de Barros) en variedades similares a las estudiadas por

nosotros y a los hallados por De la Presa Owens (1994) en variedades de uvas catalanas.

EPeso
E Longitud

E Diametro

1
|

i

Bobal J.Blanco Macabeo Monastrell
Peso (g) Longitud (cm) Diametro (cm)
Bobal 2.8644 1.690 5.32
Jaén Blanco 1.9001 1.655 5.14
Macabeo 2.2011 1.810 5.49
Monastrell 1.2955 1.320 4.59

Figura 7: Peso, Diametro y Longitud de las uvas
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60-

Bobal J.Blanco Macabeo Monastrell

0 Rendimiento

Figura 8: Rendimiento obtenido con las diferentes variedades de uvas.
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Para los mostos, este pH, varia de los 3.3 del macabeo a los 4.4 de la monastrell,
similares asimismo a los encontrados por los anteriores autores y por G* Escudero y col.
(1995).

Por otra parte, los 4dcidos contenidos en la uva dependen al igual que el grado
alcohdlico, de la clase, situacion, grado de maduracidn, cosecha de la misma, etc. Asi,
entre otros, la realizacion de operaciones en verde en el vifiedo produce grandes
variaciones en el microclima luminoso de la zona de los racimos, dando una correlacion
negativa en la acidez total y positiva en el pH (Martinez De Toda, 1987). Ademas, dicho
contenido, influird considerablemente en la conservacién y sabor del vino.

La acidez total de los mostos de uva disminuye durante la fermentacion debido a
la pérdida de tartrato de potasio y a la descomposicion de los dcidos (mdlico en lactico y
COy).

Estudiando los valores experimentales de acidez en uvas y mostos (Tabla 31 y 33)
de la zona estudiada de Laujar, se observa como es la uva cavernet con 5.90 g/L (en 4cido
tartdrico) la de mayor acidez (recordar que era también la de un pH més &cido), siguiendo
la bobal con 4.84 g/L. como las de mayor concentracion en dcidos, valores algo inferiores
en el primer caso e idénticos en el segundo a los estudios de Alvarez M*.L. y col. (1997)
citados anteriormente, estando todas ellas, con valores muy préximos, en torno a los 4 g/L
0 mayores.

En mostos, se observan considerables aumentos de esta acidez, hasta valores de
hasta 7.85 g/L (expresados como 4cido tartrico) para la tempranillo, existiendo una gran
variabilidad de resultados, debido sobre todo a la técnica normal de la zona de adicionarle
dcido tartarico para incrementar la acidez dado la fecha tardia de la vendimia.

El contenido 4cido del vino se considera formado por tres fracciones bien
definidas y diferenciadas segiin su origen. Una deriva directamente de la uva, la
constituyen los dcidos mayoritarios: tartarico, malico y citrico y los fendlicos, que se
encuentran a un nivel de trazas, ademds pequefias cantidades de aminodcidos y
circunstancialmente, a bajas concentraciones, acético, fumarico, p-cumadrico y shikinico.

Cuando las uvas han sido atacadas por Botrytis cinerea estan presentes los acidos
glucoénico y glucurénico caracteristicos de la infeccidon. Una segunda fraccion se origina
por el metabolismo microbiano de levaduras y bacterias que intervienen en la
fermentacion del mosto y en crecimientos posteriores a la fermentacion alcohdlica
durante la maduracién o envejecimiento del vino. Esta segunda fraccion, estd integrada

principalmente por los dacidos: citrico, succinico, lactico, citramdlico, fumadrico,
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dimetilglicérico, pirtivico y 4cidos volatiles, especialmente acético. Finalmente una
tercera fraccidn, extractiva, procede de la madera cuando la conservacion y crianza se
realizan en envases de este tipo; asi por ejemplo, productos tipicos de vinos madurados en
envases de roble son: 4-hidroxibutirico en equilibrio con la y-butirolactona y el éster
etilico correspondiente, la ‘y-lactona del 4-5 dihidroxicaproico y la ‘y-lactona del 4cido 4-
hidroxi-5-ceto-caproico (Iiiigo, B., 1974).

Los vinos estudiados en este trabajo, presentan un valor medio de acidez de 6.37
g/L en 4cido tartdrico con un rango de valores que oscila de los 6.94 g/L. del tempranillo
como vino monovarietal con mds acidez a los 5.87 g/L del vino blanco (mezcla de
variedades blancas), estando en la prictica totalidad por encima o muy préximos a los 6
g/L. Estos valores son ligeramente superiores a los encontrados en bibliografia para otros
vinos espafioles (Tabla 60).

Comparandolos con otros vinos monovarietales de la D.O. de la Comunidad
Valenciana segin estudios similares a los nuestros de Garcia y col. (1997), nuestros vinos
siempre presentan unos valores ligeramente mas altos de acidez. Asi, para la variedad
tempranillo, tras analizar 20 muestras de este tipo de vino de distintos origenes, obtiene
un rango de acidez de 3.65 a 6.56 g/L frente a los 6.94 de media de los nuestros. Asi
mismo, en la variedad bobal, da como acidez media 6.03 g/L frente a los 6.37 de los
nuestros y mds similares a los obtenidos por vinos del Aljarafe sevillano por Collantes y
col. (1995).

Respecto al pH, si comparamos los valores obtenidos en nuestros vinos con los
existentes en bibliografia, éstos, con valores de 3.58 para el obtenido a partir de la
variedad bobal o inferiores, pero siempre por encima de los 3.19 de la variedad
tempranillo, estdn dentro de los margenes que Mareca, 1. (1983) considera idéneos
(valores de 3 a 3.5, siendo mejor cuanto mds proximos estén de 3) y de los 2.7-3.7 de
Casais, M. y col. (1985) y los de Vogh, E. (1971) y Ribereau, J. y col. (1972) que son de
2.8-3.8 en el caso del primero y 2.7-3.8 para el segundo y de las recomendaciones de
Amerine, M.A. y col. (1974) que indica que deben estar por debajo de 3.6 para vinos de
mesa y sOlo algo mas bajos a los 3.5-3.9 considerados por Alais y Linden (1990).
Aunque, segtin Alexaindre y Lizama (1998), estos valores serian algo elevados para la

vinificacion en tinto.
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Pais

Region

Tipo

Referencia Bibliografica

Concentracion
Media | Rango
Espaiia | Montilla Moriles Vino 2.79 - Ordofiez, R. (1983)
“« La Mancha Blanco 4.5 3.2-5.2 |Moreno, J. (1974)
Tinto 4.6 4.2-5.8
“« Valdepenas Blanco 5.57 4.6-6.6 | Ortiz, J.A. (1983)
4.45 3.4-4.9
Tinto 5.2 4.2-6.3
4.7 4.0-6.0
“« Canarias (Lanzarote) | Orotava 6.03 5.2-7.5 |Casais, M. (1985)
Icoden 53 4.0-6.6
Tacoronte 5.1 4.0-6.1
« Galicia 3.75-8.4 |Iiigo, B. (1977)
“« General Blancos 5.2 Cabezudo, M.D. (1988)
Tintos 53
Rosados 6.0
“« General Blanco 5.7 4.12-7.31 | Gorostiza, E.F. (1982)
Tinto 495 |3.22-6.05
“« Tarragona 479 | 4.43-5.10 | Callao, M?.P. (1988)
524 |4.13-6.15
535 |4.73-7.05
“ La Alpujarra Vigiriega 5.43 Lépez, M.1. y col. (1997)
(Granada)
“« Tierra de Barros Blancos 4.05 Alvarez, J.L.. y col. (1997)
(Extremadura)
Tintos 5.0-7.0
“« La Axarquia (Mélaga) | Secos 5.15-5.61 | Gébmez, M.A. y col (1997)
Tintos 5.17-6.24
“« Catalufia Blancos 3.74-7.03 | De La Presa Owens (1995)

Tabla 60: Valores de referencia en bibliografia. Acidez Total (Acido Tartarico g/L)

168



Discusion de resultados

La acidez volatil indica cudl fue el pasado de un vino, la marca que deja una
enfermedad, una vinificacion fallada o una conservacién defectuosa y permite ademas
preveer las dificultades de conservacion de ese vino.

Todos los vinos, tienen dcido acético; a este propdsito, es interesante considerar
que aunque el dcido acético se produce practicamente en todos los desarrollos bacterianos
en vinos y especialmente en los que suponen alteracion, siempre es producto secundario
de la fermentacion alcohdlica.

El periodo més rapido de formacion es en los estados iniciales hasta consumirse
la mitad del aziicar. La actividad de las levaduras deshidrogenasas en la oxidacién de
aldehidos, alcoholes y 4cido acético estd relacionada con cambios en la acidez volatil
Amerine, M.A. (1954), pero después disminuye, se reduce a etanal y etanol. También se
forma por disminucién de etanal especialmente a pH alto, aunque en pequefia proporcion
en el caso de fermentaciones normales de mosto de uva. Se forma siempre en pequefia
proporcién junto al 4cido lactico en cualquier desarrollo de bacterias lécticas, sea
fermentacion malolactica, sean desarrollos de alteracion. También se produce pequefia
proporcidn por oxidacion directa con aire catalizada por metales plurivalentes (Cu, Fe).

Proceso especifico de formacion del acido acético en los vinos, es la oxidacion del
etanol por bacterias del género Acefobacter, es una alteracion tipica que constituye el
llamado picado acético o avinagramiento.

El zumo de uva fresco, no contiene sino rastros de acidos volatiles. Durante la
fermentacién alcohdlica, se produce una pequefia cantidad de 4cido acético, cantidades
que dependen con las condiciones de fermentacién, composiciéon del mosto, especie y
cepa de las levaduras, pero en la practica, casi nunca excede de 0.2- 0.3 g/l (expresada en
dcido sulfurico). Normalmente, las bacterias que provocan la fermentacién malolactica
forman paralelamente, una pequefia cantidad de &4cidos volatiles, fundamentalmente a
partir de pentosas. Por encima de estas cifras, se puede sospechar la intervencion de
bacterias patogenas y el ataque de ciertos elementos del vino: aziicares reductores,
glicerina, 4cido tartirico o también el desarrollo de bacterias acéticas o acetobacterias
capaces de oxidar el alcohol.

Ifigo Leal, B. y col. (1974), tras estudios cinéticos comparativos entre la
produccidn de acidez volatil en el transcurso de la fermentacion alcohdlica en funcién de
las distintas especies de levaduras, llegaron a la conclusion que las especies de la fase
inicial fermentativa son desde el punto de vista enoldgico indeseables, dado el elevado

rendimiento en acidez volatil y la baja concentracion en etanol producida, y sobre todo, su
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incapacidad para agotar los azicares del mosto, las especies de fase media presentan un
valor aplicativo considerable y las de la fase final producen en las primeras 48 horas una
elevada concentracién de acidez voldtil, pero todas ellas, son capaces de metabolizarlos a
medida que disminuye el contenido azucarado de los mostos y se eleva la concentracién
de etanol.

Nuestros vinos, aunque en su totalidad, estdn por debajo de los limites maximos
marcados por la actual legislaciéon de Vinos de la Tierra que lo regula (Reglamento UE
2676/1990) y de los 0.8 g/L. (en 4cido acético), que la inmensa mayoria de los autores
como Mareca, 1. (1983), Garcia, J. (1990), Gémez, M.D. y col. (1997), etc. consideran
que nunca debe sobrepasarse. También es cierto, que algunos de ellos (rosado y tinto),
con una media de 0.39, en algunos casos, sobrepasan el limite de los 0.5 g/L cifra por
encima de la cual, se supone, empieza un desarrollo microbiano que empieza a elevar
dichas cifras (Escobar, A. y col., 1995).

Comparédndolos con vinos similares de otras regiones espafolas (Axarquia de
Malaga, Tacoronte de Canarias, etc.), estos valores son ligeramente superiores a los
encontrados en bibliografia, salvo respecto a los vinos blancos de Tierra de Barros
(Alvarez M?.L. y col., 1997) y los vinos monovarietales de la D.O. de la Comunidad de
Valencia en el estudio citado de Garcia M.J. y col. (1997) donde se alcanzan valores de
hasta 0.92 g/L. en tempranillo y en bastantes casos superiores a los 0.50 g/L para la
variedad bobal o los vinos blancos del Aljarafe sevillano estudiados por Collantes, E. y
col. (1995).

Destacar como hecho constatado, que la mejor tecnologia utilizada en la zona
(control de vendimia, regulacion de sulfitacion, estabilizaciones, etc.) han hecho
descender de forma muy significativa los valores de acidez volatil, sobre todo si lo
comparamos con los estudios de vinos tradicionales de la zona realizado por Olalla, M.
(1992), donde mas del 22% de los vinos analizados presentaban valores de acidez volatil
superiores al gramo/litro en dcido acético.

La acidez fija es la acidez (valorable) total menos la acidez volatil o, lo que es lo
mismo, el conjunto de 4cidos no volatiles contenidos en el vino. Tal conjunto incluye los
dcidos mdlico, tartdrico, citrico, succinico y los 4cidos inorgdnicos y casi siempre se
determina a partir de la total y la volatil determinadas por separado aunque no sea
totalmente exacto.

Su conocimiento, se requiere para la aplicacion de algunas férmulas enoldgicas a

fin de detectar el aguado. La acidez fija de los vinos normales, se encuentra estrechamente
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relacionada con el mosto original pese a las transformaciones sufridas antes y después de
la fermentacién. Pese a ello, las variaciones de la acidez fija después de la fermentacion,
son de gran utilidad para distinguir entre la actividad de microorganismos d4cido-
destructores de la de organismos que generan acidez volatil. (Amerine, M.A. y col.,
1974).

Nuestros vinos, presentan un margen en valores medios, que oscilan de los 5.44
g/L en 4cido tartdrico del vino mezcla de variedades blancas a los 6.60 del macabeo.

En la uva verde apenas hay proteinas. Su sintesis comienza rapidamente después
del envero, paralelamente a la acumulacion de azucares. La cantidad de proteinas presente
en los mostos depende de factores tales como la variedad, el clima, el grado de madurez, el
pH, las caracteristicas del suelo y las condiciones en que se realiza el prensado.

Una vendimia con deficiente madurez presenta abundancia de amonio y menor
contenido de sustancias orgdnicas nitrogenadas de elaboracién compleja, proteinas y
alguna vitamina muy necesaria como la tiamina. L.a madurez mds completa del fruto lleva
consigo mayor contenido en proteinas y acidez mds baja, simultineamente; esto va a
suponer mayor probabilidad de quiebra proteica.

Durante el proceso de elaboracién del vino, el contenido en proteinas se ve
afectado fundamentalmente por tres factores: la aparicién del alcohol y los tratamientos
realizados en la bodega. También se ha demostrado la existencia de proteasas exocelulares
en las levaduras que pueden degradar las proteinas del mosto.

En los vinos blancos y debido a la utilizacién de las levaduras, el contenido en
Nitrégeno total suele ser la mitad que la del mosto de partida. Sin embargo, los vinos de
uvas tintas (rosados y tintos) que se elaboran en contacto con los hollejos, poseen por
termino medio de un 67 a un 73% de Nitrégeno total de los mostos iniciales de que
proceden, debido al aporte de compuestos nitrogenados del hollejo durante la maceracion.
(Hernandez, P. y col., 1993).

La cantidad total de protefnas no es un indice que permita predecir la estabilidad
del vino. Factores como su naturaleza y su grado de asociacién o desnaturalizacion, son
importantes a la horade conseguir una correcta estabilizacion de los vinos. Los
mecanismos que conducen a su coagulacién, no estén totalmente definidos, por lo que se
estdn llevando a cabo numerosos estudios sobre sus caracteristicas fisicoquimicas en un
intento de comprender mejor los mecanismos que conducen a la formacién de turbidez en

los vinos embotellados.
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140

O Libre (ng/L)
120 B Gonkinado (ng'L)
100

BOBAL ROSADO J.BLANCO TEMPRANILLO MACABEO

Figura 9: Concentraciones de Anhidrido sulfuroso Libre y Total en vino.

—

BOBAL ROSADO J.BLANCO TEMPRANILLO MACABEO
O Glicerina (g/L) E Acidez Total (g/L tartarico)
OpH OAzucares Red. (g/L)

E Grado Alcoholico (G.L.)

Figura 10: Concentraciones de Glicerina, Azucares reductores, Acidez Total,

Grado alcohdlico y pH en vinos.
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BOBAL ROSADO J.BLANCO TEMPRANILLO MACABEO
d Densidad (g/cc) H Acidez volatil (g/L acético)
O Glucosa O Fructosa

Figura 11: Valores de Densidad, Glucosa, Fructosa y acidez volatil en los vinos.
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De los tratamientos realizados en bodega, el que mds afecta al contenido de
proteinas, es el tratamiento con Bentonita, el cual se utiliza para reducir el contenido en
proteinas del vino y para favorecer la eliminacion de las lias en la operacién de degiiello en
la elaboracion de cavas. Las Bentonitas por su elevada capacidad de intercambio catidnico,
eliminan por adsorcién las proteinas del vino que estan cargadas positivamente. El resto de
los clarificantes usados por los elaboradores (gelatina, caseina, caolin, etc.) tienen poca
incidencia en el contenido final en proteinas.

Los valores medios de Nitrégeno (mg/100mL), encontrados en nuestras uvas,
oscilan de los 60.37 de la variedad bobal a los 105.64 del jaén blanco, valores dentro del
margen (entre 0.2 y 1.4 g/L.) que segin Vogt, E. (1971) es suficiente para asegurar la
capacidad de fermentacion de las levaduras o los 200 a 500 mg/L que preconiza Mareca,
I. (1983).

Comparando estos valores con otros estudios similares, encontramos que
Usseglio-Tomasset, L. (1998), da valores entre un 16% para la cavernet sauvignon a los
30% de la sauvignon blanc. De La Presa Owens (1995) en mostos Catalanes da valores
medios para el macabeo de 40.83 mg/L y para las otras variedades valores préximos a los
50 mg/L

En el mosto, se encuentran siempre tres monosacaridos en concentracién notable,
especialmente dos de ellos: dos hexosas (glucosa y fructosa), aunque se han encontrado
también pequefias cantidades de D-Galactosa y una pentosa que es la arabinosa con
alrededor de 1 g/l. Ademas vestigios de holdsidos, 6sidos coloidales, resultante de la
condensacion de moléculas de osas, o de anhidridos de éstas, las osanas, o incluso acidos
urénicos. Son los poliésidos y las pectinas.

En algunas variedades de Vitis Labrusca se encuentran pequefias cantidades de
sacarosa y otros azucares y en sus hibridos la sacarosa puede constituir tanto como el 25%
del azucar total.

Dichos azucares se forman por asimilacion del acido carbénico del aire en las
hojas verdes de la vid, bajo el influjo de la luz (fotosintesis). Desde las hojas verdes pasa a
los granos de uva y, durante el periodo de maduracién, se acumulan grandes cantidades de
azicar (Vogt, E., 1971). Los productos de fotosintesis de la hoja y los de reserva, se
hidrolizan: la sacarosa en glucosa y fructosa y el almidén en glucosa, y es bajo la forma

de azidcares reductores que ocurre la migracion hacia el grano.
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Figura 12: Relacién Acidez Total/Aziicares; Aptitud de vinificacion

19%

175




Discusion de resultados

Basdndose en los estudios especificos de madurez realizados en la Bodega Valle de
Laujar en los periodos de vendimia (Tabla 32) y cuya representacion grafica (acidez
total/azucares) siguiendo las indicaciones de Hidalgo aparecen en la Figura 12, nos
permiten realizar una clasificacion de la utilidad para vinificacion de dichas variedades.
Segun dicho estudio y como era de esperar la mayor parte de las variedades, presentan
una aptitud idénea para la obtencion de vinos de mesa (jaén blanco, macabeo, variedades
de uvas blancas, de tintas, etc.) con una tendencia a vinos licorosos (jaén tinto, cavernet y
bobal), tendencia, justificable, dado la practica generalizada en la zona de vendimiar en
fechas tardias (incluso octubre), y en dos mostos (bobal y tempranillo), aparecen como
variedades aptas para la obtencién de vinos nobles, si bien, la acidez necesaria para ello
casi con total seguridad es debida a la adicidn artificial de acido tartarico. Este punto junto
con otros, debe ser considerado y evaluado en posteriores estudios de envejecimiento.

Destaca que en los estudios citados de Olalla, M. (1992) en la zona con vinos
tradicionales, se observaron en la zona unos valores para las uvas superiores en azicar y
menores de acidez si se comparaban con los estudios de G* Lujan anteriormente citados,
sobre todo en la uva mayoritaria de la zona (jaén blanco). Variaciones, que no aparecen en
el presente estudio, lo que hace suponer un mejor control en el proceso de maduracién y
una mejor fijacién del momento 6ptimo de la vendimia, de hecho, ya se viene haciendo
esto en la zona, con una variacién de casi un mes.

Si lo comparamos con mostos de otras regiones espafiolas, observamos que los
Gallegos (Iiiigo, B. y col., 1977), estarian entre las zonas 1 y 5 cogiendo parte de la 3 y la
2; los de Montilla-Moriles (Ordofiez, R. y col., 1989), en la 7 y los de Malaga (Lasso de la
Vega, B., 1989) en la zona 5, 6 y 7. Los de Catalufia (Codony, R. y col., 1985), enla 3,4y
5, y los mostos de vinos tintos espafioles (campaiia 80-85), segiin estudio de Cabezudo,
M.D. (1988), estarian entre las zonas 5-6 y en la zona 5 de vinos blancos.

Por dltimo y en estudios mas recientes en la zona de Montilla-Moriles por Perez-
Juan y col. (1996), nuestras uvas, siempre presentan valores mds altos de azucares a igual
variedad (217.3 g/L frente a los 209.6 del citado autor para la variedad bobal, o los 244.0
g/L de las nuestras frente a los 209.6 g/l de Montilla para la variedad tempranillo) y
similares a los resultados obtenidos por Alvarez, M.L. y col. (1998) en nueve variedades
de uvas tintas y otras tantas blancas en la comarca de Tierra de Barros durante las
campafias 1991 a 1995.

En la uva verde hay mds glucosa que fructosa, pero en el curso de la maduracion

la proporcion de fructosa aumenta y finalmente, en la madurez, para el caso de las
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viniferas la relacién glucosa/fructosa (G/F) esta cerca de 0.95. (Ribereau-Gayon, J. y col.,
1972) o de 0.92 (Primo, E., 1979). En las variedades de uva estudiadas en el momento de
la vendimia, dicho indice esta en todos los casos estd proximo, pero por encima de 1.
Mientras que en los mostos, estos valores ya son en casi todos los casos inferiores a dicho
valor, lo que se explicaria, por la diferencia de dias entre el muestreo de las uvas y los
mostos que siempre es uno o dos dias posteriores (no se realizaba hasta el prensado de la
totalidad de las uvas para cada variedad).

No obstante estos datos junto con la formacién de Terpenos y otros precursores
aromadticos seria un posible futuro estudio de gran interés para la determinacién del
momento exacto de la vendimia en la zona.

De los tres aziicares citados, s6lo son metabolizables facilmente por levaduras y
bacterias, las hexosas (las pentosas normalmente, no son atacadas). De ellos, se forma el
etanol como producto principal junto con otros productos secundarios como ya vimos en
la fermentacion.

De la importancia de los azucares en los vinos, da idea el que se clasifiquen segtin
el contenido en azicares reductores en: secos, abocados, semisecos, semidulces y dulces
("Estatuto de la Vifia del Vino y de los Alcoholes”, 1970).

Los vinos elaborados por la Cooperativa Valle de Laujar y estudiados en esta
tesis, son en su totalidad vinos secos, con valores préximos o inferiores a 2 g/L.

La relacién G/F baja rdpidamente durante la fermentacion; la generalidad de las
levaduras de los vinos hacen fermentar mas activamente la glucosa que la fructosa, lo que
se traduce en un contenido residual menor del primero que del segundo y la relacion
glucosa/fructosa pasa de 0.93 a 0.5 aproximadamente, no obstante, la glucosa, aumenta
ligeramente el primer afio en el vino por hidrdlisis de ciertos heterdsidos, sobre todo en el
caso de los vinos tintos. Estos datos, han sido comprobados experimentalmente en la
presente tesis, como queda reflejado en la Tabla 34.

La densidad del vino como tal es un parametro de muy poca utilidad, es mas bien
informativo sobre el final de la fermentacién o de su posible encabezado. Segtin Amerine,
M.A. y col. (1974), los vinos secos sin encabezar, han de tener un valor de densidad
inferior a 1 g/cc, valores que cumplen todos los vinos analizados.

Respecto al Grado Alcohdlico, la gran mayoria de los vinos estudiados, siguiendo
las actuales tendencias del mercado, presentan un grado alcohdlico igual o inferior a los
13° G.L. que la Legislacion correspondiente a "Vinos de la Tierra" estipulaba para los

vinos de esta zona. Dicho grado alcohdlico, oscila de los aproximadamente 11.5° G.L. de
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la variedad tempranillo y los 11.7 del jaén blanco a los 13.0 y 13.1 de la bobal o el rosado
respectivamente.

Comparédndolos con otros vinos espafoles, encontramos que presentan valores
inferiores a la media de vinos espafioles segtin el trabajo realizado por Gorostiza, E.F. y
col. (1982), que da un grado alcohdlico medio para los vinos tintos de 13.7° G.L., y los de
Cabezudo, M.D. (1988) realizado durante las campaiias 1980-1983 y que da para los
tintos una media de 13.7° G.L. e inferiores a los rosados con una media de 15.2° G.L.,
dando a su vez, una graduacién media de 13.2° a los vinos procedentes de la variedad
"jaén blanco", mayoritaria en la zona.

Presentan asi mismo valores medios similares a los de la Mancha (Moreno, J. y
col., 1974), Valdepefias (Ortiz, J.A., 1983), Galicia (Iiigo, B. y col., 1977; Lage, M.A. y
col., 1989; Garcia-Jares, C.M. y col., 1990), y a los de la Regién Central (Hidalgo, L. y
col., 1986). Similares a los de Tarragona (Callao, M.P. y col., 1988) y parte de los de
Canarias (Casais, M. y col., 1985).

Por ultimo, son inferiores en grado alcohdlico a los de la Rioja (Larrea, A., 1974)
y a los de Jerez (Bravo, F., 1984), con una produccién alcohdlica estos ultimos de 14.5°
G.L. los primeros y entre 14° y 20° G.L. los segundos. Similares a los dados por Lezcurre,
0. (1999) para vinos monovarietales de la variedad Vigiriega y obtenidos en la misma
zona de la Alpujarra, e inferiores asi mismo a los de la Axarquia (Mélaga), estudiados por
Gomez, M.A. y col. (1997), asi como a los de Tierra de Barros (Badajoz)(Alvarez, J.L.,
1997) y a los Catalanes analizados por De La Presa Owens (1995).

Entre los factores que definen la calidad de los alimentos, el color ocupa un lugar
preferente, hasta el punto que el alimento puede ser rechazado por este factor, sin
necesidad de tener que valorar otras propiedades, como sabor o textura.

Desde el punto de vista fisico, el color resulta de la absorcion selectiva de ciertas

radiaciones elementales que constituyen el espectro solar.

La mayor dificultad en la medida del color, estriba en determinar aquellos
parametros mads significativos, que sean reproducibles al cabo del tiempo. (Amerine,
M.A. y col,, 1974). En un vino puede haber una serie de pigmentos, pero el observador
s6lo ve el matiz, el brillo y la saturacion resultante.

En definitiva, para obtener la maxima informacion del espectro de un color
necesitamos saber como estdn reflejados en €l los atributos psicolégicos tono, pureza y

luminosidad. El tono o calidad del color viene determinado por la longitud de onda
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predominante, la pureza se relaciona con la mayor o menor altura de la curva en la zona
correspondiente al tono, en comparacién con la altura de la curva en otras longitudes de
onda y la luminosidad, nos la da el drea comprendida dentro de la curva, que es una
medida relativa de la mayor o menor cantidad de luz que recibe el ojo para un mismo tono
de color.

La Longitud de Onda Dominante (valores medios) para los vinos estudiados tal
como se representa en la Figura 12 los emplazaria segtin el diagrama de cromaticidad CIE
y las denominaciones zonales de Lozano, R.D. (1978) a los vinos blancos estudiados
como verde amarillo (A<570 nm) si bien los vinos elaborados a partir de las variedad
macabeo (A=569.6 nm), estarian muy préximos a la zona del amarillo verdoso (570.8
nm). En lo que respecta a los vinos rosados estarian emplazados en la zona de naranja-
rojizo (Heredia, F.J. y col., 1986), mientras que los vinos tintos estudiados, con una
A>640 nm estarian emplazados en la zona del rojo, si bien los de la variedad bobal con
una longitud de onda dominante de 686.4 nm, estarian muy préximos al rojo-purpura.

Comparando dicha Longitud de Onda con vinos tintos espafioles segtin el trabajo
de Heredia, F.J. y col. (1990), se observan que todos (Alicante, Rioja, La Mancha,
Navarra, Ribeiro, Valdepeiias), al igual que los nuestros presentan valores todos ellos por
encima de los 600 nm.

La Pureza, se relaciona con la mayor o menor altura de la curva en la zona
correspondiente a la A dominante en comparacion con la altura de la curva en otras
longitudes de onda y la Luminosidad nos da el drea comprendida dentro de la curva
(medida relativa de la mayor o menor cantidad de luz que recibe el ojo para un mismo
tono de color), en nuestros vinos, sus valores medios estdn muy por debajo del 50%, con
un rango que va del 31.4% de los vinos rosados a los 6.7 % de los elaborados con la
variedad macabeo. Esto, estaria de acuerdo con Esteve, M.D. y col. (199..) que considera
que en los vinos rosados y blancos, la pureza de color aumenta considerablemente con el

envejecimiento.
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Comparandolos con los vinos del mencionado trabajo de Heredia, F.J. y col.
(1990), se observa que todos ellos, presentan valores de Pureza por encima del 50% e
incluso llegan al 99.6 en el caso del Ribeiro y valores de Luminosidad en % que van
desde algo mds del 90% para los vinos blancos (92.4 y 95.7 para el jaén blanco y el
macabeo respectivamente) a los 33.6 % de los rosados a los valores inferiores al 25% de
los tintos (19.8 y 22.0 para el bobal y el tempranillo respectivamente).

Respecto al estudio de los pardmetros del espacio CIELAB, (Figura 13), en los
vinos blancos y segin indica Ortega, A.P. (1994), resulta bastante complicado la
clasificacion visual, llegando a la suposicion que la escala normalmente empleada esta
planteada sobre diferencias de intensidad y no de tonalidad. Asi y analizando primero los
valores obtenidos experimentalmente, y dado los valores negativos de a (verde) y b
positivos (amarillo), englobarian a nuestros vinos, tanto a los macabeo como a los de jaén
blanco en la regién existente entre los amarillos y los amarillo-verdosos, colores similares
a los encontrados por Henao, L. (1986) en vinos blancos monovarietales de uva cayetana,
macabeo, parellada y similares asi mismo a los encontrados al analizar los valores del
espacio CIE.

En cambio, los valores de H (tono), que corresponden al matiz de un determinado
color y permite establecer grupos de vinos diferenciados por tonalidades percibidas por el
0jo humano (Alvarez Franco, M? L., 1998) estos mismos vinos blancos con valores del
84.8 del macabeo y 83.0 del jaén blanco presentarian tonos dmbar, valores que son
ligeramente inferiores a los obtenidos para las mismas variedades por el citado autor
Alvarez Franco, M*.L. (1998) y por iltimo segin los valores de C (croma), que en
esencia, corresponde a pureza o saturacién de cada color, y siguiendo las indicaciones de
la autora anterior, ambos, tendrian un croma entre amarillo pajizo (macabeo) y amarillo
paja (jaén blanco).

En un estudio de color de vinos catalanes (Guardiola, S., 1996), los vinos blancos
del Penedés, Conca de Barbera, Alella y Tarragona presentan como tonalidad
predominante el amarillo verdoso, sobre todo en las dos primeras, mientras que los de
Tierra Alta y Costers del Segre, se desplazarian mas hacia los colores oro viejo y paja.

Siguiendo los mismos criterios, y de forma mds clara, los vinos tintos de la
variedad bobal con valores medios de a=17.4, b= 3.86 y H= 15.8, estarian localizados en
la zona del rojo-violaceo, al igual que los de tempranillo con valores de a=16.1, b=4.7 y

H=16.3.

181



Discusion de resultados

En el mismo estudio de vinos catalanes, este mismo color corresponderia a casi la
totalidad de los vinos tintos de Priorat, Tarragona, Terra Alta, Costers del Segre, Emporda
Costa Brava y Alella.

Por ultimo, los rosados, y atendiendo al valor de H<26 (22.7), tendrian un tono rosa-
frambuesa, tono en concordancia con los datos de a y b, si bien atendiendo a los de C (que
segtn Ortega, A.P. y col. (1993) no parecen tener influencia en la diferencia de intensidades
de color para los vinos rosados, existiendo variaciones importantes dentro de una misma
tonalidad), podrian estar en una zona situada entre el rosa-fresa y el rosa frambuesa,
tonalidades que segtin Ortega, A.P. y col. (1994) y tras el estudio de 164 muestras de vino
rosado de todas las regiones espafiolas, presentan el 27 % de ellos en el primer caso y un 6%
en el segundo de los casos, siendo asi mismo el tono rosa-fresa el mayoritario entre los vinos
rosados espafioles, tonalidades también mayoritarias en vinos catalanes (Guardiola, S. 1996),
rosa fresa en los de Conca de Barbera, Emporda-Costa brava y rosa frambuesa en los de
Alella, Pla de Bages, Priorat, Tarragona y Tierra alta.

Las operaciones y procesos van a tener su influencia en el contenido en Polifenoles
del vino (el despalillado, el tiempo que transcurre entre el estrujado y la prensada, tipo e
intensidad de la prensada, el empleo de SO,, la maceracion, la fermentacidn, etc.), el
contenido medio total en polifenoles (0.284 g/l de Acido Gdlico para los blancos, 1.492 g/l
para los tintos y 0.624 g/L para los rosados) de nuestros vinos, estdn dentro de los contenidos
de vinos blancos (0.1 g/l) y de tintos (2-5 g/l) que segiin Mareca, 1. (1983), son considerados
como normales.

Superiores son, asi mismo, a los vinos blancos obtenidos de las variedades airén
(mayoritaria en La Mancha) y la viura (Rioja) con valores medios de 0.197 g/l y 0.159 g/l
respectivamente y superiores a los obtenidos de uvas tintas tempranillo (1.18 g/l) y garnacha
(0.673 en La Mancha y 0.780 en Rioja), segtn los trabajos de Gil, C. y col. (1985).

Comparandolos con otros vinos espaiioles, tenemos que, segtn el trabajo de Bravo, F.
(1973), su concentracion es netamente superior a los vinos Finos de Jerez y Moriles y a los
blancos de la Rioja, inferiores a los blancos de Valdepeiias (0.5 g/1) y Jerez Semidulce (0.5) y
similares a los tintos de Valdepeiias (1.0 y 1.5 g/1), inferiores a los claretes de la Rioja (2.1 y
2.3 g/l) y vinos dulces de Jerez (1.84) y La Mancha (1.7 g/1), similares a los de Malaga (1.32
g/l) y a los vinos tintos de Valdepenas (1.3 g/l) segin estos dos udltimos Heredia, F.J. y col.

(1989), e inferiores a la gran mayoria de los vinos.
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El Anhidrido Sulfuroso es un gas insoluble en agua, de gran aplicacion y utilidad y
del que no se ha encontrado sustituto hasta la actualidad (sélo algunos como el 4cido sérbico
y los sorbatos, que hacen disminuir su concentracion).

Entre sus propiedades, estin las antioxidantes (por el sistema sulfuroso-sulfato
acaparando el oxigeno e impidiendo el amarillamiento y la maderizacién), antioxiddsicas
(bloqueando y destruyendo las oxidasas de las uvas, la tirosinasa y la diastasa, evitando as{ la
quiebra oxidasica), disolventes (especialmente compuestos polifendlicos y de entre ellos, los
antocianos), y antisépticas (sobre bacterias acéticas y lacticas, con efecto selectivo de
determinados microorganismos, obstaculizando la multiplicaciéon de las levaduras poco
alcohdlicas y favoreciendo las levaduras elipticas activas, por encima de 1 g/l, impide todo
desarrollo microbiano) y mejora gustativa (al bloquear el acetaldehido y conservar la frescura
y el aroma) (Mareca, 1., 1983; Pynaud, E., 1989).

Para Schopfer, J.F. (1985), en mostos, hoy en dia, controlando el estado sanitario de la
vendimia y haciendo uso de las nuevas tecnologias, la dosis media de seguridad, la establece
entre 75 y 50 mg/l.

En vinos, una vez envasados, para que el sulfuroso ejerza sus funciones antisépticas y
antioxidantes, debe encontrarse en unos niveles de 30 mg/l en su forma libre, como
aproximadamente, se encuentran unos 30 mg/l de sulfuroso combinado a los dcidos cetonicos
y otras sustancias, los niveles de sulfuroso total deben mantenerse en unos 60 mg/l de
sulfuroso total, indicando Cabezudo, M.D. (1988), que es preciso limitar la producciéon de
sustancias como el acetaldehido que puedan combinarse con €l (enmascara la sensacion de
sequedad de éste) y ademds, no deben bajar nunca de 20 mg/l (Laguno, C., 1982), 20 a 30
(Amerine, M.A. y col,, 1974), 15 a 20 mg/L. (Pynaud, E., 1989), 30 mg/L. (Schopfer, J.F.,
1985).

Segun los trabajos de Herraiz, T. y col. (1988), trabajando con mostos de Verdejo en
fermentaciones controladas con cepas puras de levaduras de distintas especies a los que se le
adicionaba sulfuroso o no, han llegado a la conclusién que la principal causa de variacién
entre vinos es la presencia o ausencia de sulfuroso durante la fermentacion, produciéndose
variaciones significativas en niveles de sustancias tales como el acido Malico, el 1-Propanol,
el Acetato de Etilo, Acetaldehido, y el pH, etc., no produciéndose variaciones significativas
en el caso del Metanol, el Etanol, el Glicerol, etc. Bravo, F. y col. (1984), ponen de

manifiesto, que la sulfitacién ejerce un efecto restrictivo de la multiplicacion celular, pero
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exalta el poder fermentativo, de forma que si la concentracién de sulfuro en el mosto es
superior a 200 mg/l, pueden aparecer cepas que producen caracteristicas organolépticas
desagradables. (Valcarcel, M.J. y col., 1990), confirmado por los trabajos de Mateos, P.L. y
col. (1985), que considera tras estudios de cepas de levaduras que para los mostos de la zona
de Utiel-Requena, no es aconsejable utilizar concentraciones de sulfuroso superiores a 100
mg/l.

Nuestros vinos, en valores medios de Anhidrido Sulfuroso libre de 6.2 mg/L a 26.90
mg/L, estarian ligeramente por debajo de las consideraciones de sulfuroso libre manifestadas
anteriormente, y en la mayoria de los casos, por debajo de esos 20-30 mg/L de seguridad.
Ademds, en lo que respecta al combinado con valores de 34.56 a 127.31 mg/L, sobrepasaria
en algunos casos (bobal, jaén blanco y tempranillo), la concentracion considerada
anteriormente por la mayoria de los autores consultados como ideal.

Un aspecto a tener en cuenta, es el cumplimiento de la normativa legal, segin ésta, y
dependiendo siempre de si son considerados como claretes o rosados, el Estatuto de la Vifia
del Vino y los Alcoholes (Ley 25/1970. Titulo II. Capitulo Primero), establece como dosis
maxima de 250 a 350 mg/l, la Normativa referente a Calidad, Edad y Crianza de los Vinos
(Orden del Ministerio de Agricultura de 1/8/79) de 150 a 250 mg/l, la Normativa de
Regulacién de Vino de la tierra (Orden 11/ 12/ 86 del Ministerio de Agricultura Pesca y
Alimentacién) a la cual debe ceiiirse los actuales vinos, lo establece entre 150 y 250 mg/l, la
C.E.E. (Reglamento 1678/77) entre 175 y 225 mg/1.

Nuestros vinos, tendrian limites de Sulfuroso incluidos dentro de las normativas mas
exigentes.

Comparédndolos con otros vinos espafioles, los niveles en Anhidrido Sulfuroso libre y
segin referencias ya citadas: Lopez, M.I. y col. (1997), encuentran un margen de
concentracion de 2.6 a 5.30 mg/L en la variedad Vigiriega en la misma zona de estudio de la
presente tesis, Alvarez, M.L. y col. (1977), en vinos de Extremadura 10 a 20 mg/L, Gémez,
M.D. (1997) en vinos de la Axarquia malaguefia 1.9 a 3.2, De La Presa Owens (1995) en
vinos catalanes de 4 a 20 mg/L. Observandose en lineas generales una sulfitacién en nuestros
vinos, muy similares a las practicas generalizadas salvo con los de Tenerife (Casais, M.,
1985) o de la Contraviesa (Olalla, M., 1992) pero se trata de vinos artesanales.

Por el contrario, como ya hemos dicho, si se observa unos valores algo més elevados

en Sulfuroso Combinado en nuestros vinos, superiores a todos los casos anteriormente
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citados salvo los vinos de la Axarquia malaguefia o los tradicionales del Aljarafe sevillano
estudiados por Collantes, E. y col. (1995).

Todo esto nos hace suponer una oxidacion en dichos vinos, por encima de lo que seria
conveniente.

De todos estos acidos el dcido tartarico es el mds abundante y el menos débil en
mosto y vino. Procede de las uvas donde se localiza en todas sus partes, raspon, hollejos y
pulpa (Moreno, F. y col., 1983), donde se forma a partir de los aziicares en los érganos
jovenes, o a partir del dcido oxalacético (Villar y col., 1977).

Nuestros vinos, presentan en la mayoria de los casos valores en 4cido tartdrico
proximos a los 4 g/L, valores superiores a los encontrados en bibliografia (Tabla 61), no
obstante, es necesario destacar el método de andlisis realizado, asi nosotros al trabajar a
pH=2, la mayor parte de los tartratos estidn en su forma proténica y por lo tanto cuantificable,
cosa que con otros métodos, sobre todo los tradicionales, no ocurre. Actualmente existe en
nuestro Departamento una tesina en curso cuyo trabajo de investigacion es precisamente la
comparacién de los principales métodos de determinacién de 4cidos orgdnicos en vinos
existentes en la actualidad y su comparacién analitica. No obstante, autores como Pérez-Juan,
P.M. y col. (1996) en uvas de la zona de Montilla Moriles, da valores para el acido tartarico
de 9.23 g/L para la prieto picuda, 8.66 g/L para la garnacha o 8.18 g/L para la cavernet.

El contenido de 4cido malico aumenta en los granos de uva, donde se forma a partir
de 4cido 3-fosfoglicérico, durante su crecimiento hasta alcanzar de 15-20 g/l, Vogt, E. (1971).
Durante el proceso de maduracidn, sin embargo se reduce considerablemente, debido a dos
procesos, por combustion respiratoria y por su transformacion en glicidos que se realiza en el
racimo maduro por un mecanismo inverso a la carboxilacién del 4cido fosfoenol pirtivico.
Ribereau, J. y col. (1976), Henao, F. y col. (1986), influyendo sobremanera la temperatura.
En el vino y por accion del Schyzosaccharomyces pombe, se transforma en etanol, o también
en 4cido lactico y anhidrido carbdnico por accidn de las bacterias constituyendo la base de
que en los vinos completamente elaborados s6lo se encuentre en pequefias cantidades este
dcido, sustituyéndole el acido lactico de sabor mds suave mejorando asi las caracteristicas
gustativas del vino (Diez De Betancourt, C.A., 1972), pero aumentando la acidez volétil por
descomposicion simultdnea del acido citrico (Larrea, A., 1983), y se eleva el pH, lo cual
favorece el desarrollo de agentes microbianos (Santos, M. y col., 1984; Herranz, A. y col.,

1982 y Mareca, 1., 1982).
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En nuestros vinos, las concentraciones en este acido, oscilan entre los 0.41 g/L. de la
prieto picuda o los 0.89 g/L del vino macabeo a los 2.15 de la tempranillo. Comparando
estos valores con los obtenidos mediante revision Bibliografica (Tabla 62), estos se
encuentran dentro del rango general de valores, y lo que mds importante desde el punto de
vista de fermentacién malolactica, incluso por debajo de vinos como los catalanes
realizados con variedad macabeo (De La Presa Owens, 1995) con niveles medios de 1.37
g/L lo superan, también son inferiores a los vinos blancos jovenes de Madrid (Arroyo, T. y
col., 1996) elaborados con la variedad airén con niveles préximos a los 2 g/L.. Inferiores asi
mismo a los vinos rosados de la variedad carifiena y garnacha estudiados por Alvaro M.J. y
col. (1997) en vinos de Badajoz con valores siempre superiores al gramo por litro. Pérez-
Juan, P.M. y col. (1996) por su parte obtiene valores siempre superiores a 1 g/L. e incluso

llega a los 2.56 g/L en la variedad prieto picuda.
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Pais Region Tipo Concentracion Referencia
bibliografica
Media | Rango
Espana Galicia 2.1 1.1-3.6 | Garcia, M.C. (1990)
« « 1.5-4.0 |Mareca, J. (1983)
« « 2.8-8.0 | Amerine, M.A. (1976)
“ Rioja Tinto 2.55 Santos, M.C. (1985)
2.03
1.66
Blanco 2.57
Francia 1.5-4.0 |Ribereau-Gayon, J. (1976)
Alemania 1.0-3.0 [Rebelein, E. (1971)
Italia 1.6 | 0.96-2.61 | Modi y Guerrini, M. (1976)
Espafia Chacoli 2.99 |2.03-4.22 | Campos, G. (1990)
“ General Blanco 2.63 | 1.18-4.08 | Gorostiza, E.F. (1982)
Tinto 1.65 | 0.82-2.67
“ Barcelona Macabeo 2.57 De la Presa Owens, C.
Xarello 2.92 (1995)
Parrellada 3.15
« Madrid Blanco J6venes 3.9 Alvarez, M.J. y col. (1997)
“ Madrid Airén 2.51-2.67 | Arroyo, T. y col. (1996)
“ Valencia | Rosado con Ferm. 1.66-1.73 | Aleixandre, J.L. y col.
Malolactica (1998)
Rosado sin Ferm. 1.85-1.98
Maloléctica

Tabla 61: Valores de Referencia en bibliografia de Acido Tartarico (g/L) en vinos.
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Pais Region Tipo Concentracion Referencia
bibliografica
Media | Rango
Espafia Rioja Tinto Trazas Santos, M.C. (1985)
Blanco 1.93
“ General 0-3 Mareca, J. (1983)
«“ Galicia 0.53 | 0.016-1.6 | Garcia-Jares (1990)
«“ Chacoli 1.9 0.2-4.0 | Campos, (1990)
Francia 5-8 Rebelein, E. (1971)
Italia 0.41 |0.06-0.75 |Modi y Guerrini (1976)
Espafia Navarra Tinto 0.1-0.4 |Diez de Betancourt,
Blanco 0.6-0.8 |C.A.(1972)
Blanco 1.5-1.7
« Levante Tinto 0.0-2.0 |Diez de Betancourt,
Blanco 0.2-1.0 [C.A. (1972)
“ Galicia Blanco 0.1 0.1-0.1 |Inigo, B. (1977)
Tinto y Rosado 0.8 0.2-3.5
“ Barcelona Macabeo 1.37 De la Presa Owens, C.
Xarello 1.69 (1995)
Parrellada 1.01
“ Madrid Blanco J6venes 2.0 Alvarez, MJJ. y col. (1997)
“ Madrid Airen 2.67-2.80 | Arroyo, T. y col. (1996)
“ Valencia | Rosado con Ferm. 0.10-0.13 | Aleixandre, J.L. y col.
Malolactica (1998)
Rosado sin Ferm. 1.84-2.19
Maloléctica

Tabla 62: Valores de Referencia en bibliografia de Acido Mailico (g/L) en vinos.
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Pais Region | Tipo Concentracion Referencia
bibliografica
Media | Rango
Espafia Rioja Tinto 1.13 Santos, M.C. (1985)
2.06
1.94
Blanco 0.49
“ Chacoli 0.1-3.4 | Campos, G. (1990)
Alemania 0.5 Rebelein, E. (1971)
Italia 1.16 | 0.48-3.56 | Modi y Guerrini (1976)
Espafia Levante Tinto 0.2-2.5 |Diez de Betancourt,
Blanco 0.5-1.5 |C.A.(1972)
“ Navarra Maro 1.8-3.0 |Diez de Betancourt,
Blanco 1.3-24 |C.A.(1972)
1.4-2.0
1.0-5.3
“ Galicia Blanco 3.21 Inigo, B. (1977)
Tinto y Rosado 2.6
“ Barcelona Macabeo 0.92 De la Presa Owens, C.
Xarello 0.63 (1995)
Parrellada 0.67
“ Madrid Blanco J6venes 0.08 Alvarez, M.J. y col. (1997)
“ Madrid Airen 12-14mg/LL | Arroyo, T. y col. (1996)
“ Valencia | Rosado con Ferm. 1.56-2.25 | Aleixandre, J.L. y col.
Malolactica 0.03-0.22 [(1998)
Rosado sin Ferm.
Maloléctica

Tabla 63: Valores de Referencia en bibliografia de Acido Lactico (g/L) en vinos.
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Muy interesante por su importancia econdmica, organoléptica y por ser un objetivo de
esta Tesis, es la disminucién de acidez por fermentacién malolactica, disminuciéon que es
grande en los casos de cepas muy 4cidas o de afios con maduracién deficiente, es un fenémeno
normal y en la mayoria de los casos saludable.

Esta transformacion, es necesaria en los vinos tintos de calidad y cada vez mds popular
en los vinos blancos en los que se desea mayor complejidad sensorial (Prahl, y col., 1995). Un
vino con excesiva acidez resulta dspero y duro al paladar, mientras que un vino excesivamente
desgasificado resulta plano, sin caracter (Alexaindre, J.L. y col., 1998).

El 4cido Milico en el vino y por acciéon del Schyzosaccharomyces pombe, se
transforma en etanol, o también en 4cido lactico y anhidrido carbénico por accién de las
bacterias constituyendo la base de que en los vinos completamente elaborados sélo se
encuentre en pequefas cantidades este dcido, sustituyéndole el dcido lactico de sabor mads
suave mejorando asi las caracteristicas gustativas del vino, pero aumentando la acidez volatil
por descomposicion simultdnea del 4cido citrico, y se eleva el pH, lo cual favorece el
desarrollo de agentes microbianos.

Se trata de un fendmeno bioquimico, bacteriano normal e imprescindible cuando la
uva tinta madura se destina a una vinificacion en tinto. No es admisible la presencia de acido
malico en un vino tinto de calidad. Por otra parte el 4cido malico, el malato, es un nutriente, un
metabolito de facil asimilacién por las bacterias lacticas; de esta forma su presencia en un vino
es motivo de inestabilidad microbiana, motivo para que el vino pueda enturbiarse por
desarrollo microbiano, motivo, ademds de posible iniciaciéon de deterioro microbiano mads
amplio y profundo, con alteraciones en la composicién. También el 4cido citrico ofrece el
mismo motivo de inestabilidad que el maélico. Asi ningin vino tinto debe contener dcido
malico, ni citrico y debe evitarse la adicién de dcido citrico como "producto enolégico”.

Hay tres géneros de bacterias con posibilidad de desarrollarse en el mosto-vino o en el
vino y de realizar esta transformacién: Leuconostoc, Pediococcus y Lactobacillus. Las que de
forma natural y con mayor frecuencia realizan el paso de 4cido malico a acido lactico son el
género Leuconostoc.

En orden préctico, en la zona viticola de Montilla-Moriles (Cérdoba), bastante proxima
a la zona en estudio, la conversion total del 4cido L-madlico en 4cido L-lactico segin Calero, F.

y col. (1995), tiene lugar tan sélo en el 20% de los vinos producidos anualmente, plantedndose
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en muchos casos la utilizacién de inoculos bacterianos, con el peligro sobre todo si no son
autoctonas de perdida de caracteristicas especificas del vino.

Siguiendo la comparacién de estos valores con los obtenidos por Olalla, M. (1992) en
vinos de la misma zona pero elaborados de forma tradicional y sin tecnologia definida, se
observa como los valores medios en este dcido, han bajado de los 1.3 g/L encontrados en
aquella ocasion, pero todavia estan lejos de los 0.13 a 0.10 g/L. que presentan los vinos de
Utiel (Valencia) a los que se le han inducido la fermentacién malolactica segin estudios
controlados de Alexaindre, J.L. y col. (1998) con los consiguientes problemas de alteracion
microbioldgica y calidad organoléptica.

Por ultimo, respecto a las concentraciones de dcido lactico, los valores encontrados en
este estudio, oscilan de los 0.64 g/L del vino macabeo a los 1.22 g/L. de la variedad bobal.
Segin los estudios citados anteriormente de Alexaindre J.L. y col. (1998), en vinos con
fermentacion malolactica dirigida presentan valores entre 1.56 y 2.25 g/L para los que la han
sufrido y entre 0.03 y 0.22 para los que no lo han sufrido, lo cual parece parecen confirmar, la
realizacién de la fermentacion maloléctica al menos parcialmente por nuestros vinos.

Asi y comparandolo con otros vinos espaiioles (tabla 63), estos valores son ligeramente
superiores a los vinos catalanes estudiados por De La Presa Owens (1995), asi el elaborado
con variedad macabeo presenta valores medios en dcido lactico de 0.92 g/L, superiores
también a los rosados de Tierra de Barros (Alvarez M.L. y col., 1997), pero inferiores a los
vinos blancos de Tierra de Barros (3) con valores medios de 1.4 g/L e inferiores asi mismo a
los vinos blancos de la variedad airén de la Comunidad de Madrid y estudiados por Arroyo, T.
y col. (1996).

Una alta concentracion de azicares reductores en los mostos, inhibe el metabolismo
oxidativo de las levaduras de forma que la cinética de formacion del etanol, acetaldehido y
acido acético por las levaduras va a ser variable.

Los niveles en Acetaldehido de estos vinos, estin claramente dentro de la normalidad
si los comparamos con los normales que aparecen tras la fermentacién o con los valores de
otros vinos (Gorostiza, E.F. y col., 1982; Iiiigo, B., 1977, etc.). Asi, segin Ortega, J. (1985),
tras la fermentacion, los valores en Acetaldehido son de unos 39 mg/l. En nuestros vinos, la
concentracion media en este aldehido es de 75.4 mg/l. Valores éstos inferiores a los

encontrados por Bravo, F. (1984) en vinos de Jerez y a los rosados de Tierra de Barros en
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Badajoz con margenes que van de los 11 a los 253 mg/L en la variedad carifiena y de 27 a
120 mg/L en los de garnacha (Alvarez, M.L. y col., 1997).

Por el contrario estos valores son ligeramente superiores a los encontrados por De La
Presa Owens (1995) en vinos catalanes, asi esta autora encuentra valores medios en vinos
elaborados a partir de la variedad macabeo de 12.9 mg/L, frente a los 47.4 mg/L de nuestros
vinos elaborados con la misma variedad de uva, e inferiores a los vinos tintos del Somontano
(Planas y Ruiz, 1997).

Lo que si parece confirmarse segtn estudios previos realizados en la misma comarca
(Olalla, M., 1992), en las mismas variedades o similares, es que, la mejora de la tecnologia
(mejor control del sulfuroso, una mejor conservacion, etc.), reduce considerablemente los
niveles en este aldehido de valores medios de 160 mg/L encontrados por dicho autor, a los
actuales, lo que parece debido mds a una conservacion particular del vino que a una
caracteristica inherente a los mismos. Estos niveles por otra parte, estin muy alejados de los
umbrales detectables organolépticamente. Shinohara, T. (1984) sitia el umbral de deteccién
en 100 mg/l y que pueden influir en procesos de condensacion fendlica con las consiguientes
alteraciones de color.

Las concentraciones en Esteres Neutros, por contra van a ser marcadamente
inferiores a los valores medios encontrados en la bibliografia. Las concentraciones de Acetato
de Metilo, que segiin Herranz, M.D. (1994), disminuyen en los procesos de clarificacidn, son
nulas en nuestros vinos y en lo referente al Acetato de Etilo. Gorostiza, E.F. y col. (1982)
sitia los valores medios en 117.9 mg/l para blancos y 132.2 mg/1 para tintos; Ifiigo, B. y col.
(1977) da unos valores de 324.1 mg/l en ésteres neutros para vinos gallegos y por supuesto
netamente inferiores a los de Jerez en los que segin los trabajos de Bravo, F. (1984) tienen
unos valores medio en Acetilo de 460 mg/. Estos datos estdn de acuerdo con los trabajos
realizados por Daudt, C. y col. (1973) que consideran que el acetato de etilo se forma durante
la fermentacién dentro de la célula y no a través de la esterificacion en el medio y que cuando
cesa la fermentacion también cesa practicamente su formacion y que dichos niveles van a
depender de la temperatura de fermentacién, de las levaduras, la variedad de uva y el SO, y
que su formacién durante el envejecimiento va a ser baja. Sin embargo, Lopez San Miguel, T.
y col. (1983), haciendo experiencias con distintas levaduras, llega a la conclusién que la
presencia de Acetato de Etilo en los vinos, no depende de las levaduras y que por encima de

50 mg/l, es de suponer sea debida a la accién de bacterias acéticas, ademads, segiin Gomez-
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Cordobes, M.C. y col. (1975), el almacenamiento prolongado en locales con temperaturas
altas, hacen subir los niveles de Acetaldehido y Acetato de Etilo, siendo aun mayor en
presencia de luz.

Pero, en definitiva y segtin el referido Shinohara, T. (1984), nuestros valores con una
concentracion media de 87.74 mg/L (oscilando entre los 61.4 mg/L. del macabeo a los 107.4
mg/L del tempranillo), estarian por debajo del umbral de percepcion organoléptica que €l lo
sitda en 150 mg/l, lo cual es importante, ya que este éster y no el dcido acético, es al parecer
el responsable de la "acescencia" de los vinos alterados (Ribereau, J. y col., 1972).

En cuanto al Metanol, se encuentra en concentraciones muy pequefias en la prictica
totalidad de los vinos (ninguno por encima de los mérgenes legales de 0.5 g/l). Estos valores
estin mds en concordancia con los encontrados en bibliografia para los vinos blancos,
rosados y tintos (Gorostiza, E.F. y col., 1982; Casais, M., 1984).

Respecto a los Alcoholes Superiores nos encontramos con pocos datos comparativos
en vinos. Los niveles de Propanol, segin los autores citados (Gorostiza, E.F. y col., 1982;
Iiigo, B., 1971; Garcia Jares, C.M., 1990; Shinohara, T., 1984; Ducruet, V., 1983), estan
incluidos dentro de los valores normales.

Igual ocurre con los niveles medios de Isobutanol y Butanol, que se encuentran dentro
de los niveles normales y muy alejados de sus umbrales de percepciéon organoléptica. Estos
niveles, segin los trabajos de Gomez-Cordobes, M.C. y col. (1975) y Cabezudo, M.D.
(1988), no se van a ver modificados sensiblemente durante el almacenamiento, aunque segun
Herranz, M.D. (1994), disminuyen ligeramente tras la estabilizacion tartdrica, dando este
autor unos valores entre 2.74 y 3.94 mg/L para sus vinos estudiados.

Los niveles de los Alcoholes Amilicos presentan en nuestros vinos, valores que
oscilan desde los 137.9 mg/L de la variedad tempranillo a los 164.3 mg/L del vino rosado,
valores considerados normales por la mayoria de los autores consultados en bibliografia
(Alvarez, M.L. y col., 1997; Arroyo, T. y col., 1996; Planas y Ruiz, 1997).

Los valores de Glicerina, estian dentro de los margenes establecidos por la mayoria de
los autores (Ribereau, J. y col., 1972; Casares, R., 1968; Amerine, M.A. y col., 1974), pero
con una clara tendencia a la elevacion si se le compara con otros vinos (Gorostiza, E.F. y col.,
(1982) que da unos valores medio de 6.19 (g/l), Ihigo, B. (1977), Garcia Jares, M.C. y col.
(1990) y similares a los dados por Lague, M.A. y col. (1989) que dan unos valores medios de

5.86 (g/1) para vinos Gallegos o Gorinstein, Sh. y col. (1989) que para vinos israelies da unos
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margenes entre 4 y 6 g/l o Shinohara, T. (1984) de 6.2-7.7 g/l para sus vinos, estableciendo el
umbral organoléptico en 10 g/l).

Respecto a la composicién mineral de los vinos, es preciso destacar la multiplicidad
de factores que pueden contribuir a su contenido, incluyendo entre otros, la polucién
medioambiental, las précticas agricolas, los factores agrondmicos o los procesos
tecnoldgicos de elaboracién a través de practicamente todas sus fases (fermentacion,
maceracion, envejecimiento, envasado). De todos ellos, el contacto con materiales de
distinta naturaleza y la adicidn de ciertas sustancias, son los puntos mds criticos de
contaminacion. (Usseglio —Tomaset, 1998).

Los elementos minerales que se encuentra en el vino son cualitativamente los mismos
que habia en el mosto. Sin embargo, en la vinificacién el contenido mineral va aumentando
en forma continua sobre todo a medida que avanza la maceracién. Sin embargo, en el vino la
concentracion de potasio y calcio estd siempre disminuida (Mareca, 1983).

La disolucién de los materiales de construccién de envases, conducciones, maquinas,
instalaciones y utensilios en contacto con el mosto o el vino (ambos muy corrosivos debido a
su pH aprox. de 3.5 y por su contenido en sulfuroso), produce enriquecimiento en hierro
sobre todo y también de calcio y cobre. Otra causa de enriquecimiento mineral, es la adicién
de los llamados productos enoldgicos de uso legal como sulfuroso, metabisulfito potasico,
ferrocianuro potésico, etc. y las impurezas y carga inerte de los mismos, como productos
industriales, ademads de los fungicidas agricolas, que contienen cobre, zinc, arsénico o plomo.

En el suelo, los aniones y cationes, quedan retenidos en el complejo de intercambio,
s6lo estan disponibles conforme entran en solucién por fendmenos de intercambio idnico,
esta capacidad de intercambio varfa enormemente entre suelos, siendo més alta en los
arcillosos y los de alto contenido en materia orgdnica (Martinez de Toda, 1991).

Cationes como calcio, potasio y magnesio poseen energias de ligamiento intermedias
mientras que el sodio y la mayoria de los aniones, con excepcion del fosfato las tienen débiles
y consecuentemente, tienden a abundar en la solucidon del suelo (Vogt, 1986).

Fernandez y col. (1987), indican que los elementos metalicos tomados del suelo, se
distribuyen en la vid, de forma irregular, existiendo un enriquecimiento especial en las hojas
respecto al resto de la planta, existiendo por otra parte, un contenido mayor de Na y K en la
pulpa que en los hollejos, semillas o en el raspén, mientras que Mg y Ca parecen estar mas

concentrados en las semillas. Como consecuencia de esta desigual concentracion en el fruto,
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el sistema de vinificacién empleado influye notablemente sobre el grado de solubilizacién de
los elementos metalicos. En general se admite que existe poca diferencia en el contenido total
de cationes entre uvas blancas y tintas, sin embargo, el prensado y la maceracion prolongada
de las partes solidas de la vendimia puede extraer en mayor medida, los cationes localizados
en hollejos y semillas, y en consecuencia no es de extrafiar una mayor presencia de elementos
minerales en vinos tintos que blancos.

La operacién que va a tener mayor trascendencia en el contenido de elementos
minerales, es el prensado, existiendo trabajos que demuestran un aumento general de
elementos metdlicos en mosto prensa respecto al escurrido libremente, o en mostos
procedentes de una destruccion mecdnica extensiva de las uvas durante el prensado. Asi,
Casp y col. (1986), encuentran unos niveles superiores de Fe, Ca, Mg y K, junto con polioles
en el mosto prensa, respecto al mosto flor que al contrario, tiene mayor concentracion de
alcoholes superiores, y si este mosto flor procede de uvas alteradas, se produce un incremento
en los niveles de Na y K. Un mayor nivel de sélidos en suspensién en el mosto, da lugar a
vinos con un contenido mas elevado en cationes, sobre todo Fe y K.

Hay que indicar, ademads, la importancia de los terrenos de cultivo, pues en mayor o
menor medida, acompafian a los racimos y su contribucion de una manera global, puede ser
incluso superior a la del prensado.

Hoy en dia, la determinaciéon de minerales y oligoelementos ha adquirido una
importancia considerable puesto que ejercen una notable influencia en los procesos
tecnoldgicos de producciéon de vinos, con efectos negativos en algunos casos, como
reacciones de oxido-reduccién y quiebras (Fe y Cu), precipitacion de polifenoles (metales
divalentes), precipitaciones tartdricas (K y Ca), modificaciones coloidales y formacién de
geles (metales alcalinoterreos) o alteraciones de las caracteristicas organolépticas (Vogt,
1986).

Es conocido el hecho de que los metales influyen sobre la estabilidad, color y
transparencia de los vinos; elementos como Cu y Fe han sido objeto de estudios enolégicos al
respecto. El1 Mg parece desempefiar un papel importante en la separacion de sustancias
coloidales, mientras que otros elementos como Sn y Al son responsables de problemas de
turbidez. Ademas, se ha puesto de manifiesto la influencia de los elementos traza sobre las

caracteristicas organolépticas, indicando los efectos positivos del Cr y los negativos de
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niveles elevados de Al, Ni o Na puesto que comunican sabores desagradables (Almeida y
col., 1994).

Las levaduras, como cualquier otro organismo vivo, necesitan elementos inorganicos
para su crecimiento y reproduccion; por ello, la limitacién de estas sustancias en el mosto
reduce la actividad fermentativa (Dombek e Ingram, 1986). Los metales minoritarios forman
parte de moléculas bioldgicas, de sistemas enzimaticos de las levaduras (el zinc es un
componente de la alcohol deshidrogenasa), y algunos, como el hierro y el cobre, participan en
reacciones redox en dichos microorganismos (Fernandez-Pereira, 1988).

Se han sugerido algunos efectos positivos de la adicidn de ciertos oligoelementos, (en
concentraciones adecuadas) durante el proceso de obtencién del vino; algunos estudios han
demostrado su influencia sobre el desarrollo de levaduras; asi la adicién de Mn, Zn y Mo a
los mostos puede provocar una aceleracion importante en la reproduccion de las levaduras,
reducciéon de la acidez total e incremento en el contenido de alcohol y de la biomasa
(Fernandez, 1988). La presencia de un exceso de hierro (mas de 6 mg/l) puede frenar la
fermentacion, asi como el aluminio y el cobre, si rebasan ciertos limites (Primo, 1979).

Normalmente, la concentracion total de sales minerales del mosto es la apropiada para
el desarrollo de las levaduras. Sin embargo, en el mosto existen compuestos organicos que
secuestran estos elementos reduciendo su concentracion efectiva (Arcos y col., 1993;
Jackson, 1994).

Concentraciones de Cu hasta un maximo de 10 mg/Kg producen una pequefia
reduccidén en el porcentaje de alcohol y un incremento en los dcidos volatiles y sulfuro de
hidrégeno en el vino. Se ha resefiado la relacion directa entre el contenido de Cu en los
mostos y la actividad polifendlica durante la fermentacion (Sanchez-Pineda y Martin, 1997).

En cambio, otros elementos como Pb, Co o Cu pueden producir una accién negativa
por inhibicién de los sistemas enzimaticos de las levaduras. Se ha descrito la influencia de la
adicion de sales de Mn durante la obtencion del vino, sobre su contenido en aminodcidos
esenciales, asi como que Mn y Co estimulan la autooxidacién del vino, produciendo
aldehidos y diacetilo durante el envejecimiento. Algunos procesos oxidativos producidos por
microorganismos han sido relacionados con el contenido de Cu en el vino, (Fernandez, 1988).

En otro orden de cosas, es bien conocida la importancia del estudio del contenido de
elementos metdlicos en vinos desde el punto de vista de su caracterizacion, objetivo

propuesto en esta tesis doctoral.
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El contenido de potasio en el mosto, es funcion de la variedad de uvas, las
condiciones climatolégicas de su desarrollo y del tiempo de recoleccién; conforme avanza la
vinificacion, se produce una progresiva disminucién debido por una parte al consumo por las
levaduras y por otra, a su precipitacion como bitartrato potdsico. Su contenido, es superior en
vinos tintos e inferior en rosados y claretes, mientras que los blancos, presentan valores
intermedios.

Es el catién predominante en el vino, asi como el catién fundamental en el abonado y
nutricién de la viia, si bien Diez, (1986), pone de manifiesto en trabajos de fertilizacién de
viflas con estiércol y potasio, que la climatologia, va a tener mayor influencia sobre la
produccion de uva que ambos factores, ademds de ser un factor trascendente en la
transformacion microbiana y bioquimica que conlleva el paso de mosto a vino y de vino
joven a viejo. (Jaime, 1974). Su contenido en el mosto, es funcién de la variedad de uvas, las
condiciones climatoldgicas de su desarrollo y del tiempo de la recoleccion, junto a otras
variables como son la temperatura de fermentacion y de almacenamiento, duracién del
mismo, pH, porcentaje de alcohol, uso de resinas de intercambio i6nico, agentes de acabado,
auxiliares de filtracién entre otros; todos estos factores influyen en el contenido de potasio en
el vino terminado.(Amerine y col., 1974).

Los productos enolégicos que hoy dia se usan son, normalmente sales de potasio, por
la buena solubilidad que tienen la mayoria de las sales de metales alcalinos, y la preferencia
higiénica del potasio al sodio. Sin embargo debido a la sobresaturacion de los vinos en
bitartrato potdsico es por lo que ha de restringirse todo lo posible el uso de estas sales
(metabisulfito potdsico, ferrocianuro potésico, etc.) (Mareca, 1983).

El potasio, afecta a la calidad sensorial, disminuyendo la sensacién de acidez.
Precipita ficilmente en los vinos en forma de bitartrato potdsico. Primo (1979) y Jaime
(1974) en sus trabajos con vinos de la Rioja, consideran que valores altos en potasio, se
identifican en la mayoria de los casos con vinos estimados de gran calidad, reservdndose
incluso para reserva. Somers (1977), ha realizado un trabajo similar con vinos australianos.
Nuestros mostos con valores medios de 663 mg/L y un rango comprendido entre los 347.5 y
los 1070 mg/L, presentan valores considerados normales (Vogt, 1986; Mareca, 1983; etc.),
pero ligeramente inferiores a los vinos de Badajoz (Ferniandez, 1987) o a los de Galicia

(Tiiigo, 1977).
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Los vinos con valores comprendidos entre 442.5 y 682.5 mg/L (también expresado
como concentraciéon media) son ligeramente inferiores a los dados como referencia por
Cabanis (1996), el cual los sitda entre 0.7 y 1.6 g/LL o a los de Mareca (1983). Inferiores as{
mismo a todos los encontrados en Bibliografia (tabla 63),y por debajo de los vinos de
Tenerife (Falcon, 1983), los de Mdlaga (Urefa, 1988) asi como los de Montilla-Moriles
segin Ordofiez (1983) y los de Valdepefias (Ortiz, 1983). Observandose al mismo tiempo,
una progresiva disminucion en su contenido conforme avanza la vinificacion: consumo por
levaduras y disminucidn de su solubilidad (Navarro y col., 1988; Jaime, 1974)

Comparandolos asi mismo con otros estudios de vinos de la zona (Olalla, 1993), los
considerados en este estudio, presentan valores medios inferiores, frente a los 663.2 mg/L
como valor medio del estudio anteriormente citado. Diferencias l6gicas, si tenemos en cuenta
que los estudios anteriores al nuestro, son sobre vinos artesanales no estabilizados por ningtin
tratamiento con frio.

El contenido en sodio oscila entre amplios limites, segtin la naturaleza de los terrenos
de cultivo. Su presencia corresponde normalmente al aporte natural o por adiciéon de NaCl
(CI' y Na" suelen estar en proporcién equivalente). Como en el caso de los cloruros, hay mds
sodio en los vinos procedentes de vides de plantaciones proximas al mar y en las restantes
ocasiones en que se afiade NaCl

Su concentracién, no queda préacticamente afectada por el proceso de fermentacion ni
por las operaciones posteriores, pero puede aumentar considerablemente cuando los vinos o
mostos se tratan con resinas de intercambio iénico (Primo, 1979). Los valores de los vinos
analizados oscilan de los 6.72 mg/LL (vino tinto) a los 17.03 mg/L. (vino blanco), son
inferiores a los valores medios consultados en bibliografia (tabla 64), pero dentro de los

margenes considerados normales.
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Pais/Region Tipo Sodio Potasio Referencia Bibliografica
Media Rango Media Rango
Tenerife 66.3 6.3-17.4 809 500-1200 | Falcén, J.F. (1983)
Galicia 22.4 2.1-96.6 694 215-1583 | Garcfa Jares, M.C. (1990)
Milaga 144.3 6.3-28.5 2006 | 850-3550 | Urefia, M.E. (1988)
Tarragona En rama y| 3.0 13-54 1060 | 859-1360 | Larechis, M.S. (1981)
embotellado |24 17-37 | 1002 | 809-1351
procedencia 11.2 27-288 1040 | 833-1376
16.2 17-1926 877 122-1352
La Mancha 5.6-22.8 656-1680 | Garcia Olmedo, R. (1983)
Montilla-Moriles | Mosto 76.0 1603 Ordoiiez, R. (1983)
Vino 36.0 778
Catalufa Vino Blanco 33.0 11-72 714 558-921 | Muiioz, M. (1987)
27.0 13-60 791 482-1137
Valdepeiias (g/L) | Cosecha 79 Ortiz, J.A. (1983)
Blanco 0.003 0.0-0.01 1.00 | 0.92-1.21
Tinto 0.017 0.0-0.04 1.13 0.95-1.36
Cosecha 80
Blanco 0.007 0.0-0.2 0.87 0.77-0.95
Tinto 0.023 | 0.01-0.03 0.93 0.82-1.09
Tierra de Barros | Mosto 2-29 250-2404 | Fernandez, C. (1987)
Vino 35-38 1733-1750
Galicia Mosto 24-184 1400-2720 | Tiigo, B. (1977)
Vino Blanco 12-124 860-1160
Vino Tinto 10-360 620-1600
Grecia Tinto 26.0 7-150 1446 | 961-2089 | Lazos,E.S.(1989)
Rosado 24.8 5.5-92.5 1584 | 955-2062
Galicia 43.0 28.6-79.4 Gonzilez, A. (1984)
Rioja Vino Tinto 11.0 1220 Gonzilez y col. (1987)

Tabla n° 64: Valores de Referencia encontrados en bibliografia para el sodio y el

potasio.
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La presencia de calcio en mostos y vinos procede del propio fruto, ya que es
constituyente de la estructura de la pulpa y de las membranas celulares; interviene en la
permeabilidad de las células y es cofactor en las fosfatasas. También procede de la
contaminacién por contacto con tierra, con los coadyuvantes de filtracion que lo contienen y
con los depdsitos de cemento. Primo, (1979) y Amerine y col. (1974) ademads, incluyen los
tratamientos de los mostos con sulfato o carbonato célcico, por el uso de agentes como la
bentonita sédica, por los tratamientos con intercambiadores iOnicos, por las concentraciones
en etanol y en los demds constituyentes del vino (sulfatos, tartratos, etc.), por el pH y por el
tiempo y temperatura de almacenamiento.

La importancia de su determinacién exacta viene dada por el problema de la
precipitacién como tartrato cdlcico, junto con el potasio, pero de forma més enérgica que éste
por ser bivalente, asegura la precipitacion de los coloides, sobre todo del fosfato férrico en la
quiebra férrica y del coloide formado por accién del tanino sobre la gelatina en el colado de
los vinos (Ribereau y col., 1972).

Los niveles de calcio, van a estar limitados por el pH, grado alcohdlico y el producto
de solubilidad del tartrato cdlcico, siendo inferior en vinos que en mostos. Segin Mareca
(1971), cuanto menor sea su concentracion, mayor estabilidad frente a insolubilizaciones.

Los vinos estudiados, a diferencia del potasio, presentan valores medios comparables
a los revisados en bibliografia (tabla 65), similares a los vinos griegos (Lazos, 1989) y
franceses Martin y col. 1994, y ligeramente superiores a los vinos espafioles de la Rioja
(Gonzélez y col., 1987), Valdepefias y algunos gallegos (Ifiigo, 1977)

Asimismo, y como ocurria en el caso del potasio, se produce una disminucién de la
concentracion al pasar el mosto (valor medio 168.7mg/L) a vino (valores medios entre los
47.8 mg/L de los vinos rosados y los 82.3 mg/L de los blancos).

El magnesio es componente fundamental de la clorofila, y de otros enzimas como las

fosforilasas. Participa en el metabolismo de glicidos y en la respiracion celular.
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Pais/Region | Tipo Calcio Magnesio Hierro Ref. Biblio.
Media Rango Media Rango Media Rango
Tierra de Mosto 6-346 7.5-137 Femandez, C. (1987)
Barros Vinos 5459 95-100
Galicia Mostos 36-198 10-72 5.6-37.0 Tnigo, B. (1977)
Blanco 53-98 73-115 4.5-10.6
Tinto 50-99 44-107 3.2-354
Grecia Tinto 30.7 14-45 103.4 86.5-120.5 34 0.75-5.7 Lazos, ES. (1989)
Rosado 33.7 23-44 100.4 90-121 3.7 1.9-5.6
Galicia 32 26.3-49.4 Gonzilez, A. (1989)
Grecia Blanco 59 3.8-7.4 Soulis, Th. (1989)
3.0 1.6-5.7
Rosado 6.1 2992
24 0.9-54
Tinto 7.7 4.6-10.3
2.4 1.6-4.1
Mentrida Cosecha-83 Gonzilez, M.J. (1982)
Rosado 2.5-6.0
Tinto 2.0-3.6
Cosecha-84
Rosado 2.6-10.6
Tinto 1.8-9.4
Francia Mosto 79+30 73£19 0.89+0.6 Martin y col., (1994)
Rioja Vino Tinto 68 85 2.5 Gonziles y col., (1987)
Tenerife 60.7 32.2-106.4 102 13-158 8.1 1.7-14.7 Falcén, J.F. (1983)
Galicia 68.2 40.2-124.2 65.6 29.2-113.2 4.6 0.9-17.5 Garcia Jares, M.C. (1990)
Milaga 74.3 50-110 18.7 9.0-33.5 Urefia, M.E. (1988)
Tarragona En rama y 57 40-78 9.9 2.3-14 Lanrechis, M.S. (1981)
embotellado
distinta 74 21-118 12.8 4.8-61
procedencia 66 48-100 75 4.1-11.6
65 7-100 7.6 1.2-15.2
Montilla- Mosto 501 68.1 Ordofiez, R. (1983)
Moriles Vino 42.5 50.1
Catalufia Vino Blanco 60 44-82 124 87-159 9.1 2.8-15.0 Muiioz, M. (1987)
Dist. proc. 82 54-107 92 60-139 12.9 3.5-214
Valdepefias | Cosecha-79 Ortiz,J.A. (1983)
/L) Blanco 0.04 0.025-0.050 | 0.089 | 0.062-0.139 | 0.011 0.008-0.013
Tinto 0.046 0.03-0.09 0.097 | 0.078-0.127 | 0.006 0.00-0.012
Cosecha-80
Blanco 0.059 0.05-0.07 0.117 | 0.109-0.142 0.01 0.007-0.013
Tinto 0.060 0.05-0.07 0.124 | 0.109-0.157 | 0.009 | 0.006-0.013

Tabla n° 65: Valores de Referencia encontrados en bibliografia para el Calcio, Hierro y Magnesio.
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Amerine y col. (1974) indican, que hasta ahora, los en6logos, no se han interesado por
las variaciones normales del contenido de magnesio en vinos. Pese a ello, existen indicios de
que puede ser de importancia en la estabilidad del tartrato y en el sabor acido.

En sus niveles, influyen la utilizacion de agentes filtrantes, el almacenamiento en
recipientes de hormigén, los tratamientos de afinado, el uso de resinas de intercambio, la
concentracion de alcohol y otros constituyentes como son los tartratos y sulfatos, el pH y el
tiempo y temperatura de almacenamiento.

Segin Cabanis (1996); los valores considerados normales se sitian entre 0.05 y 0.14
g/L, margen en el que estarian incluidos todos nuestros vinos, valores asimismo, en este caso
similar a los encontrados en otros estudios aplicados a vinos de la zona (Olalla y col., 1993;
Cabrera y col., 1995).

En vinos conservados al abrigo del aire, como el medio es reductor, el hierro estd
enteramente al estado ferroso o hierro bivalente, forma en la cual es soluble, atn en dosis
elevadas. Pero en los vinos con oxigeno disuelto, debido a una aireacion, el hierro se oxida,
pasa a férrico que puede precipitar la materia colorante o el acido fosférico.

La precipitacion de fosfato férrico coloidal produce en los vinos blancos un
enturbiamiento de aspecto lechoso, conocido como quiebra blanca. El tanato férrico precipita
en forma de una pelicula azul negruzca, que se denomina quiebra azul. Estas quiebras pueden
aparecer cuando el hierro alcanza 10-20 mg por litro, seglin Ribereau y col. (1972), o por
encima de unos 7 a 10 mg/l segtin Amerine y col. (1974).

En nuestros mostos, se observan bajos niveles de hierro (del orden de 1 a 3 mg/L) que
nos hace suponer que atin en el supuesto que en algunas zonas de la Comarca existan altas
concentraciones de Fe en el terreno, éste no pasa por via bioldgica a la uva, ademads, como es
bien conocido, al no producirse un alto incremento en el mosto, es de suponer que las prensas
utilizadas asi como las conducciones, son de la suficiente calidad y que segin los autores
citados anteriormente como por ejemplo Ribereau y col. (1971), no pueden originar una
quiebra.

Ademads, resefiar que los valores medios de hierro encontrados en vinos, estan en los
margenes considerados normales por los citados Cabanis (2 a 10 mg/L) o Vogt (4 a 20 mg/L)
y similares a los encontrados en bibliografia (tabla 65) para estos tipos de vinos ,elaborados
en bodegas con todas las garantias tecnoldgicas disponibles (inferiores en todos los casos a

los 5 mg/L), lo cual queda demostrado por la gran disminucién respecto a los valores
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obtenidos por Olalla y col. 1993 en vinos de la misma zona pero obtenidos de forma
artesanal , con valores medios en este caso, de 66 mg/L; en cambio, resultan similares a los
obtenidos mas recientemente por Cabrera y col. (1975) con un contenido medio de 1.72
mg/L.

Por tltimo, se ha realizado un estudio de la evolucion de los distintos minerales a
través del proceso de fermentacion, y su relacion con la actividad de las levaduras, para ello,
se analizaron muestras correspondientes a las 5 fases sucesivas del proceso: 1. Mosto.
2.Primera fase de fermentacién 3. Fermentacién tumultuosa 4. Fase postfermentativa y
5.Vino estabilizado, previamente y previo a su comercializacion.

Los datos obtenidos, aparecen en la tabla 66, y representados de forma gréfica en las

figuras 14 a 20.

Concentraciones mg/L

Hierro Cobre Magnesio Sodio Potasio Calcio

(x+0,.1) (xt0n.1) (xt0n.1) (xt0n.1) (xt0n.1) (xt0n.1)

2.77 0.520 36.70 17.40 1318.50 112.80
Fase 2 2.85 0.500 36.60 17.90 893.80 97.40
Fase 3 2..86 0.990 38.73 19.60 673.80 86.70
Fase 4 2.12 0.120 36.92 13.60 660.80 87.40
Fase 5 2.39 0.100 36.21 15.80 549.10 56.40

Tabla 66: Concentracion de metales a lo largo de la fermentacion
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De acuerdo con estos datos podemos sefialar que las concentraciones de potasio y
calcio, se redujeron durante la segunda mitad de la fermentacion, debido probablemente
segin Mufioz y col. (1989) a su consumo por las levaduras y a su precipitaciéon como
bitartrato potdsico y tartrato cdlcico, a medida que aumenta el grado alcohdlico. Mareca,
(1983), Moreno-Clavel y Moreno-Grau (1985) y por supuesto por la tecnica de estabilizacion
por frio (-5°C) a la que se sometieron como proceso previo a su comercializacion.

Por el contrario, las concentraciones de sodio y magnesio, no experimentaron grandes
variaciones en el proceso fermentativo, estando este punto de acuerdo con los trabajos de
Zufia y col. (1999).

Al igual que en otros estudios similares (Zufia y col., 1999), los niveles de hierro,
aumentan en la primera fase de la fermentacion, reduciéndose en la segunda fase de la
fermentacion, debido segin postulan Moreno-Clavel y Moreno-Grau (1985) a que este
elemento junto con el cobre y el zinc son necesarios para el desarrollo de las levaduras.

Durante la fermentacidn, el hierro que estaba parcialmente fijado por las levaduras en
el mosto, puede pasar de los sélidos suspendidos al vino (mayor concentracién de hierro en el
vino que en el mosto), también se ha demostrado una ligera disminucién de su concentracion
al comienzo de la fermentacién, probablemente como consecuencia de su incorporacién a las
células de las levaduras, para posteriormente, recobrar el nivel original durante la
fermentacién tumultuosa. (Ferndandez y col., 1987).

Este cobre, y segun nuestros estudios, varia poco en la primera fase de la
fermentacion, pero en la segunda, y probablemente debido a la formacién y precipitacion de
sulfuro de cobre (por reaccién extracelular con el H,S formado por la degradacién de las
proteinas por las levaduras).y en parte a la absorcion de este catién sobre coloides y a su

sedimentacion posterior (Ribereau-Gayon y col., 1977).
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Figura 20
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Levaduras en Uvas

En el estudio realizado por Davenport (1972) se puso de manifiesto la
presencia sobre hojas, uvas y suelo de levaduras pertenecientes a los géneros Candida,
Debaryomyces, Endomycopsis, Hanseniaspora, Hansenula, Kloeckera, Metschnikowia,
Nadsonia, Schizosaccharomyces y Torulopsis. Como ya viene siendo habitual, la presencia
de Saccharomyces spp result6 ser muy escasa, considerando algunos autores que puede ser
debido a que la aportaciéon mayor de esta especie provenga de la propia bodega y del
material vinario, mds que de la superficie de las uvas (Rosini, 1984) .

Por su parte Goto y Oguri en Japén (1983) aislaron Candida spp., Kloeckera
apiculata, Pichia spp., Rhodotorula spp., Saccharomyces spp. y Totulopsis spp. En 1985,
Parish y Carrol realizaron un estudio sobra la microflora en uva Muscadina (Vitis
rotundifolia), encontrando levaduras de Candida spp., Lodderomyces spp., Pichia spp.,
Rhodotorula spp. asi como Hanseniaspora osmophilia.

Mas recientemente, y en nuestro pais, Angulo y col. (1993) realizan un estudio
sobre la flora levaduriforme asociada a diferentes variedades de Vitis vinifera de la zona
vitivinicola de “O Rosal” (Suroeste de Galicia). En concreto las cepas que estudian son
“Albarifio”, “Treixadura”, “Loureiro” y “Mencia”. Las levaduras que aislan son: Candida
hellenica, Candida valida, Candida vini, Cryptococcus albidus, Debaryomices hansenii,
Kloeckera apiculata, Metschnikowia pulcherrima, Rhodotorula spp, Sporobolomyces
roseus, Torulaspora delbrueckii, Torulaspora globosa y Zygosaccharomyces rouxii.
Ningun aislamiento corresponde a Saccharomyces cerevisiae.

En 1995, Briones y col. realizan un estudio de las levaduras presentes en uvas de la
variedad Airen, aislando finalmente las siguientes especies: Pichia guillermondii, Candida
tennuis, Cryptococcus laurentii, Rhodotorula  glutinis, Cryptococcus albidus,
Sporobolomyces roseus y Debaryomyces hansenii.

Nosotros, en este trabajo y sobre muestras de uvas pertenecientes a las variedades
macabeo, tempranillo, jaén blanco y bobal, hemos podido aislar levaduras que pertenecian
a las siguientes especies: Candida stellata, Candida valida, Kloeckera apiculata Pichia
anomala, Rhodotorula glutinis y Trichosporon cutaneum.

Hemos de mencionar que, de forma general, la microflora levaduriforme encontrada
en este trabajo sobre las uvas coinciden con la encontrada en los estudios de los autores

consultados con las logicas peculiaridades propias de la ecologia de la zona objeto de
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estudio. Queremos, sin embargo, hacer mencién expresa al aislamiento de la especie
Trichosporon cutaneum, especie poco representativa por su frecuencia (1.82%) y cuya
presencia posiblemente se deba a las manipulaciones sufridas por las uvas durante el
proceso de recoleccion y transporte como asi lo han puesto de manifiesto entre otros
autores Barcenilla y col. en 1990. Trichosporon es un género morfolégicamente muy
variable, con células gemantes, pseudomicelio o micelio verdadero que se fragmenta
formando artrosporas. Ciertas especies fermentan los carbohidratos por lo que podrian

perjudicar en la fermentacién del mosto.

Levaduras en mostos

La composicion de la microflora en los mostos es variable cuantitativa y
cualitativamente segtin sea la zona geografica de donde estos procedan. Esta composicion
se ve influenciada asimismo por el clima, el afio, los tratamientos fitosanitarios y los
tratamientos tecnoldgicos aplicados al mosto (sulfitado...), como asi lo han puesto de
manifiesto diferentes autores (Castelli y col., 1974; LLaguno y col., 1974; Mateos y col.,
1985; Querol y col., 1987; Sanchez-Infante y col., 1986; Minarik, 1971; Lafon-Lafourcade,
1983;.....). Son numerosos los factores que hacen que las comparaciones entre la
composicién de la flora levaduriforme de unos mostos y otros sean practicamente vanas
puesto que los pardmetros que acabamos de mencionar no son controlados, ni siquiera
controlables, en su inmensa mayoria.

La distribucién de las diferentes especies de levaduras obedece, al parecer, a una
ordenacidn geogréfica, como sucede con otros seres vivos. Estd ampliamente demostrado
que la distribucion de la flora epifitica de la uva se adapta en cada regién a la influencia del
clima y de la técnica vitivinicola, que opera a través del tiempo como un proceso
eliminatorio hacia las especies menos adaptadas al medio (Castelli y col., 1974). Las
levaduras salvajes de los mostos son capaces de una gran variabilidad y cambian mucho
segun las regiones, esto determina que dentro de una misma especie se desarrolle una
variedad de razas regionales especificas de cada una de ellas (Castelli y col., 1974; Laguno

y col., 1974).
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La sucesion de especies de levaduras a lo largo de la fermentacidon espontanea se
repite sistematicamente en los mostos de cada zona vitivinicola, con las logicas diferencias
ecoldgicas (Sudrez, J.A. y col., 1992).

Por lo que respecta a la identificacion de la flora levaduriforme presente en los
mostos estudiados destacar que se han identificado seis especies de las cuales, la mas
abundante a lo largo del proceso fermentativo fue Saccharomyces cerevisiae.

En la primera fase de la fermentacién espontanea de los mostos estudiados es donde
encontramos una mayor diversidad de especies de levaduras. En funcidén de su capacidad
para formar esporas, el porcentaje de especies anascoespordogenas es superior en esta fase,
con un 80% de los aislamientos, al correspondiente a las especies ascoesporogenas (20%
de aislamientos).

En el grupo de las anascoespordgenas, la especie kloeckera apiculata es la que
aparece en una mayor proporcién con un 52 % de aislamientos en la primera fase de la
fermentacién. Le siguen en importancia dos especies pertenecientes al género Candida,
siendo C. Stellata la mas abundante de ellas con un 20% de aislamientos mientras que C.
Valida es identificada tnicamente en un 2%. Por dltimo destacar en esta grupo la especie
Rhodotorula glutinis que es encontrada en esta fase en un 6% del total de los aislamientos.

Con respecto a las levaduras ascoespordgenas la mas abundantemente encontrada es
Saccharomyces cerevisiae con un 18% del total de aislamientos mientras que la especie
Pichia anomala presenta un porcentaje del 2%.

El género Hanseniaspora presenta células ovoides, elongadas o en forma de limén.
Raramente se forma un pseudomicelio. La reproduccién vegetativa se realiza por gemacion
en ambos polos, siendo estas células diploides. Las ascosporas (1-4 por asca) son esféricas,
tomando posteriormente forma de sombrero o de Saturno. Fermentan los carbohidratos pero
no pueden emplear el etanol como unica fuente de carbono. No asimilan los nitratos,
requiriendo inositol y pantotenato para el desarrollo. No producen 4cido acético y la
reaccion del azul de Diazonio B es negativa. La especie Hanseniaspora guillermondii
Pijper cuando es cultivada en mosto de uva presenta unas células tipicamente apiculadas
con gemacion polar. Estas se presentardn bien aisladas, bien en parejas de dos elementos.
En agar malta las células que se pueden observar son del mismo tipo, presentando estas una
facil esporificacién, con cuatro esporas por asca y otras fuera de estas, que se rompen

facilmente. Al sembrar en mosto de uva, el cultivo se presenta turbio, con un ligero
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deposito y trazas de anillo y velo incompleto muy tenue. La estria en agar malta es blanca,
con cierta tonalidad marrén, de desarrollo escaso y aspecto hiimedo. Esta especie se
caracteriza por no asimilar los nitratos, no escindir la arbutina ni desarrollarse en presencia
de alcohol etilico. Unicamente fermenta la glucosa y presenta un poder fermentativo en
torno al 4%.

Por su parteen el género Kloeckera las células son apiculadas, ovoideas o
elongadas. No suelen presentar pseudohifas y, cuando estas estdn presentes raramente se
encuentran bien desarrolladas. Tampoco producen ascosporas. Fermentan la glucosa, no
asimilando los nitratos. El género teleomorfico es Hanseniaspora por lo que requieren
Inositol y pantotenato para el desarrollo, no producen 4cido acético y, la reaccion del azul
de Diazonio B es negativa. Son siete el nimero de especies que se incluyen en este género.
La especie mas representativa es Kloeckera apiculata (Rees) Janke, siendo su equivalente
teleomorfico Hanseniaspora uvarum (Niehaus) Shehata, Mrak & Phaff. Se presenta, si se
trata de un cultivo en mosto joven, bien aisladas, bien en parejas gemantes de forma
apiculada. Las células hijas, muy pequefias, aparecen aisladas y de forma ovoide. En cultivo
agar-malta, las células son de caracteristicas andlogas, pero con tendencia a las formas
alargadas y a la gemacién polar. No esporula en ninguno de los medios habituales. En
algunas células se observa un granulo de grasa apical, muy refringente. El cultivo en mosto
de uva se presenta muy turbio, con trazas de anillo y velo superficial muy tenue. Al sembrar
en estria sobre agar malta, esta serd muy tenue, de color grisiceo y aspecto luciente. Las
colonias en gelatina de mosto son redondas, hundidas en el fondo de un embudo originado
al hacerse fluida la gelatina. Esta especie no asimila los nitratos ni escinde la arbutina.
Tampoco se desarrolla en presencia de alcohol etilico como unica fuente de carbono,
fermentando unicamente la glucosa. Su poder fermentativo es bajo, en torno al 4%.
Fermenta el mosto de uva originando gran cantidad de acidos volatiles.

Kloeckera apiculata es, junto a su forma perfecta (Hanseniaspora uvarum) una de
las mas frecuentes especies aisladas tanto en Espafia como en el resto de las regiones
vitivinicolas del mundo. Asi, desde principios de siglo, numerosos investigadores tales
como Florenzano (1949), Malan (1954), Peynaud (1984), Loyola (1992), han demostrado la
repeticion de tales formas de levaduras en la primera fase de la fermentacién vinica, al igual
que su marcada sensibilidad al SO, con la Unica excepcién de mostos azucarados de zonas

muy frias Sudrez (OIV). La presencia de esta especie en la primera fase de la fermentacién
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en nuestro pais en los ultimos afios ha sido descrita por Barcenilla (1990) en mostos de la
zona de Toro (Zamora), Alvarez Franco (1994) en el Termino Municipal de Almendralejo
(Badajoz), en Zigales (Valladolid) por Barcenilla (1991), Lema y col. (1994) en la comarca
Vitivinicola “O Baixo Mifio”, Ruiz y col. (1986) en la Comunidad de Madrid, Lorenzo
Goémez (1995) en la zona de Bollullos Par del Condado (Huelva)... Estos estudios,
coincidentes con el nuestro, vienen a confirmar la ubicuidad de esta especie en los mostos.

El género Candida es morfolégicamente muy variable, pasando de levaduras
gemantes unicelulares a pseudomicelios o, a veces, a un micelio verdadero. Las células son
globosas, helipsoidales, cilindricas o elongadas, ocasionalmente ojivales, triangulares o
alunadas. A menudo se forman blastosporas en los micelios. La reproduccién puede
realizarse por gemacién o por escision. En medios sélidos las colonias son blanquecinas o
color crema. La identificacion de las especies se lleva a cabo por criterios morfoldgicos, y
en parte en la fermentacion de los carbohidratos. La reaccién del azul de Diazonio B es
negativa. El género posee 163 especies reconocidas. La especie de este género mas
ampliamente estudiada es C. Albicans por su condicién de parasito o patégeno animal y es
capsulada. Otras especies pueden ser patdégenas para los animales. Un cierto nimero de
especies pueden ser aisladas en alimentos, pudiendo producir alteraciones en bebidas
fermentadas y alimentos en salmuera. En el caso de Candida pulcherrima (Linder)
Windisch (una de las especies de este género mas frecuentemente aisladas en mostos), las
células que se observan al cultivar en mosto de uva se pueden presentar aisladas o en
parejas gemantes. Es la especie anamorfica de Metschnikowia pulcherrima Pitt & M.W.
Miller. En ocasiones se las encuentra reunidas en grupos de numerosos elementos, cosa que
sucede mas frecuentemente en cultivo agar malta. En este dltimo las células son mds
grandes y, en los cultivos viejos, se presentan con un gran glébulo de grasa central, muy
refringente. Al cultivar en mosto de uva, el medio queda transparente, con abundante
depdsito y escasa fermentacion. La estria en agar malta es muy abundante, con aspecto
niveo, lisa y muy lobulada. No esporula en ninguno de los medios habituales. Esta especie,
que no asimila los nitratos, se desarrolla muy bien en alcohol etilico. Es capaz de escindir la
arbutina, fermenta tinicamente la glucosa y su poder fermentativo es muy bajo, en torno al
1%.

Candida stellata, encontrada en este estudio en segundo lugar en porcentaje de

aislamientos, presenta también una distribucion muy amplia en las diversas zonas
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vitivinicolas del mundo. De hecho, se considera una de las especies mas frecuentes en los
mostos espafioles. De forma habitual se encuentra en la superficie de las uvas y también ha
sido aislada frecuentemente en mostos de regiones mediterrdneas tales como el Penedés
(Ifiigo y Arroyo, 1969), Rosellén (Sapis Domercq, 1976), Mallorca (Mulet, 1990)... y en
menor frecuencia en mostos de Sicilia, Alicante y zonas con clima no totalmente
mediterrdneo tales como Burdeos (Fleet y col., 1984), Australia (Heard y col., 1986), Pisco
chileno (Loyola y col, 1992), Tenerife (Salvadores y col., 1995), Madrid (Ruiz y col.
1986)...

La otra especie del género Candida encontrada en nuestros mostos es C. Valida,
cuya forma perfecta es Pichia membranaefaciens. Candida valida no es una de las especies
que con mayor frecuencia suelen ser aisladas en mostos de uva. Algunos de los autores que
destacan su presencia en mostos son Lorenzo, T.M?* y col (1992) que la aislan en vinos
blancos afrutados de Andalucia occidental (D.O. Condado de Huelva, Montilla-Moriles,
Jerez-Xéres-Sherry y Manzanilla de San Lucar de Barrameda), asi como Querol y Huerta
(1997) en la zona de Alicante con un porcentaje de aislamientos del 20%. Sin embargo, su
forma perfecta (P. membranaefaciens) si que aparece citada en bibliografia de forma
frecuente. Asi, el mismo Lorenzo y col en 1995 y, en un estudio sobre las vinificaciones en
la zona de Bollullos Par del Condado, citan esta especie, Loyola E. y col (1992), en la zona
productora del Pisco chileno, Salvadores y col. la afslan en vinos de Tenerife en 1993 y en
mostos de la Denominacién especifica Abona Sur (Tenerife) en 1995, ...

El género Rhodotorula en la actualidad consta de 34 especies. En estas, las células
son generalmente gemantes en forma ojival (es decir, esféricas u ovoides, terminando en
punta uno de los extremos) o elongadas en otros casos. Puede darse la formacién de un
pseudomicelio. En medio sélido las colonias son de color blanco a amarillento, y pueden
ser brillantes, himedas y suaves o bien opacas y arrugadas. Algunas especies son capaces
de sintetizar pigmentos rojos o amarillos en cultivo sobre agar malta. La mayoria de las
especies pueden asimilar el inositol. Si esto sucede, el D-glucuronato no es asimilado. La
reaccion del azul de Diazonio B y la presencia de ureasa son positivas. Fermentan los
carbohidratos y puede formarse dcido acético en condiciones aerobias a partir de la glucosa.
La especie mds representativa es R. glutinis (Fresenius) F.C. Harrison var. glutinis. Esta

especie presenta una amplia distribucién por todo el planeta, habiendo sido aislada en una
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gran variedad de substratos. A pesar de que algunas cepas pueden crecer a 37 °C, la especie
no es considerada patégeno humano.

La especie Rhodotorula glutinis no es infrecuente en los aislamientos realizados en
mostos de uva, sin embargo, la frecuencia de aparicién de la misma es muy pequefia en
todos los casos. Algunos de los autores que mencionan su determinacién son, entre otros,
Loyola E. y col. (1992) en el Pisco chileno, Park (1974) en la region de Cognac y en la
superficie de las uvas, Ruiz A.L. y col. (1986) en los vinos de la Comunidad de Madrid,
Lorenzo Gémez, T.M?. (1992) en vinos blancos afrutados de Andalucia Occidental,...

De las dos especies ascoespordogenas que fueron aisladas en el presente trabajo,
Saccharomyces cerevisiae y Pichia anomala, es la primera de ellas la que en la primera
fase fermentativa se presenta en mayor proporcion, con un 18% del total de los aislamientos
frente a un 2% de la segunda. Asimismo, Saccharomyces cerevisiae ha sido la tnica
especie identificada en todas las fases del muestreo.

Los miembros del género Saccharomyces crecen generalmente como células
unicelulares de forma esférica, ovoide o alargada con extremos redondeados, pero a veces
puede formarse un pseudomicelio. La reproduccién vegetativa se realiza por gemacion
multipolar o mediante la produccién de ascosporas, que se pueden formar tras la
conjugacion de dos células, o pueden derivar de células diploides cuando éstas representan
la fase vegetativa. Las ascosporas (1-4 por asca) son generalmente de forma esférica u
ovoide. En medios s6lidos las colonias son de color blanco o crema, con forma de ctpula,
suaves, entre semimates y brillantes, de hasta 5 mm de didmetro y de consistencia
mantecosa. En medios liquidos se forma un sedimento, apareciendo el crecimiento en
forma de anillo en la zona donde se unen el aire, el liquido y el cristal; no se forma pelicula.
Fermenta de forma vigorosa los carbohidratos y no posee capacidad de desarrollo con
nitrato como tnica fuente de nitrégeno. La reaccién del azul de Diazonio B es negativa. La
definicion de las especies se realiza generalmente en base a la fermentacion de los hidratos
de carbono y a la utilizacion de los mismos (Lodder, 1970). Si bien existen diferencias
morfoldgicas entre las distintas especies, las variaciones morfoldgicas dentro de una misma
especie en ocasiones son tan grandes que ciertas caracteristicas, como por ejemplo la forma
celular, no ofrecen ninguna fiabilidad. La especie tipo de este género es S. cerevisiae
Meyen ex Hansen, presentando en la actualidad el género 14 especies reconocidas. Fue a

partir de Lodder (1984), cuando algunas especies del género Saccharomyces fueron
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reclasificadas. Asi por ejemplo, S. uvarum es considerada actualmente una variedad de S.
cerevisiae, S. fragilis es actualmente Kluyveromyces marxianus, y S. lactis es en la
actualidad K. marxianus var. lactis. S. rouxii, S. mellis y S. nussbaumeri constituyen hoy
dia la especie Zygosaccharomyces rouxii. Debaryomyces kloeckeri es hoy dia D. hansenii.

Un gran nimero de investigaciones ecoldgicas y tecnoldgicas se han realizado en
base a la hipétesis de que S. cerevisiae es la especie principalmente responsable de la
fermentacién alcohdlica de los zumos de frutas. S. cerevisiae es la levadura “alta® empleada
en la industria cervecera. La variedad S. cerevisiae var. ellipsoideus produce elevadas
concentraciones de alcohol, empledndose en la fabricacién industrial de alcohol, en la
elaboracion de vinos y de licores de destilacién. Asi mismo, se distingue de S. cerevisiae
por su forma mas eliptica, comparada con la forma esférica u ovoide corta, caracteristica de
S. cerevisiae, si bien existen pocas diferencias entre ambas. S. cerevisiae es también la
levadura tipica empleada en panaderia, y en la produccion de alcohol, glicerol e invertasa.
Las levaduras de superficie son fermentadoras muy activas y crecen muy rdpidamente a 20
°C. La formacién de agregados celulares y la rdpida formacién y desprendimiento de CO,
ocasionan el desplazamiento de las células de levadura a la superficie de la masa liquida, y
de ahi que a las levaduras responsables de la fermentacién se les conozca con la
denominaciéon de levaduras de superficie. Las levaduras del fondo del tanque de
fermentacién no forman agregados de células, crecen mds lentamente y tienen mayor
actividad fermentativa a temperaturas mas bajas (10 a 15 °C). El hecho de que no formen
agregados de células y a la mayor lentitud tanto de su crecimiento como de formacién de
CO; permiten a estas levaduras sedimentar en el fondo del tanque conociéndose como
levaduras de fondo. Las citadas propiedades de las levaduras corresponden a observaciones
que no explican por que algunas forman agregados, mientras que las otras floculan. Se han
descrito también algunas otras especies utilizadas en la produccién de bebidas fermentadas.
S. carlsbergensis, por ejemplo (se incluye actualmente en la especie S. uvarum) es la
levadura “baja“, de fondo, que se emplea en la fabricacién de cerveza tipo “lager. S. rouxii
y S. bisporus var. mellis son osmdfilas osmotolerantes y pueden causar alteraciones en
productos como la mermelada o la miel.

Las cepas de Saccharomyces empleadas en la produccion de bebidas alcohdlicas
presentan las siguientes propiedades importantes: habilidad para una eficaz fermentacion

alcohdlica de azicares, tolerancia al etanol, produccién de compuestos organolépticamente
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deseables, estabilidad y viabilidad de las cepas y floculacion una vez terminada la
fermentacion, lo que favorece la separacion de la levadura de la bebida.

Sin duda alguna, Saccharomyces cerevisiae es la levadura fermentadora por
excelencia, empledndose ampliamente tanto en la industria cervecera como en la vinica. A
medida que avanza el proceso fermentativo, los porcentajes de aislamiento de esta especie
son crecientes de forma que, en la tercera fase es la Unica especie que aislamos.

Va a jugar un papel muy importante en el proceso de vinificacidn puesto que posee
una alta actividad fermentativa y un fuerte poder de multiplicacidn, siendo en nuestro caso
la especie que conduce hasta el final el proceso fermentativo. Este hecho se repite en casi la
totalidad de la bibliografia consultada. Alvarez Franco, M.L. y col. (1994) en vinos de
Almendralejo (Badajoz), encuentra esta levadura en un 50.3% de la totalidad de los
aislamientos. Barcenilla, J. y col. (1991) en los mostos de la zona de Zigales (Valladolid)
encuentran la especie Saccharomyces cerevisiae en todas las muestras analizadas.
Asimismo, Salvadores, M*.P. y col. (1995) obtienen un elevado porcentaje de aislamientos
en mostos de Abona-Sur (Tenerife). Estos mismos autores, en 1993 en mostos de Tenerife
afirman que Saccharomyces cerevisiae es la levadura fermentadora por excelencia en todas
las muestras estudiadas. En este mismo afio estos autores, y en mostos de la Denominacién
especifica Icoden-Daute-Isora (Tenerife), encuentran que Saccharomyces cerevisiae, por
su elevado porcentaje de aislamientos va a jugar un papel muy importante en el proceso de
vinificacion, dandole al vino resultante su caricter y constitucion. En mostos de Andalucia
occidental tales como mosto de Jerez (Iiiigo Leal B., 1984), la zona de Bollullos Par del
Condado (Lorenzo Gémez T.M?., 1995) y en los vinos blancos afrutados de Andalucia
occidental (D.O. Condado de Huelva, Montilla-Moriles, Jerez-Xérés-Sherry y Manzanilla
de Sanlucar de Barrameda) (Lorenzo Gémez T.M* y col. 1992), los porcentajes de
aislamiento de la especie Saccharomyces cerevisiae fueron muy elevados.

El género Pichia posee en la actualidad 91 especies reconocidas. Entre sus
caracteristicas encontramos que las células son esféricas, ovoides, elipticas o cilindricas y
se reproducen vegetativamente por gemacion, pudiendo formarse un pseudomicelio. En
medio s6lido las colonias son de color blanco o crema, opacas y generalmente de aspecto
arrugado. En medio liquido se forma una pelicula arrugada y seca. Las ascosporas (1—4 por
asca), pueden tener diferentes formas: esféricas, hemisféricas de sombrero o de Saturno.

Las especies pueden ser homotdlicas o heterotdlicas. Generalmente no fermentan los
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carbohidratos o lo hacen muy débilmente. Los nitratos son asimilados por algunas especies
y, muchas de estas pueden utilizar el etanol como tnica fuente de carbono. La reaccion del
azul de Diazonio B es negativa. Desde que, en 1906, Hansen estableciera el género Pichia,
la definiciébn de este taxén ha variado considerablemente para adaptarse al siempre
creciente nimero de especies asignado al mismo. Esto ha hecho, que las especies
pertenecientes al género Hansenula, con ascosporas en forma de sombrero, hayan sido
transferidas a Pichia, y por lo tanto el género Hansenula haya desaparecido como tal. Un
hecho destacable del género Pichia es que produce alteraciones importantes en la cerveza y
en los productos en salmuera. La especie tipo es P. Membranifaciens E.C. Hansen.

La segunda especie ascospordgena aislada en el presente trabajo, Pichia anomala,
se encuentra en muy baja proporcion durante la primera fase fermentativa (2%). Esta
especie no se encuentra citada muy frecuentemente en la bibliografia consultada.
Salvadores, M*.P. y col., en 1993 la aislan en vinos de Tenerife en porcentajes que oscilan
en torno al 6% afirmando que estos aislamientos en algunas bodegas podrian ser debidos a
las malas condiciones higienico-sanitarias de las mismas. Los mismos autores en 1993
vuelven a aislarla en mostos pertenecientes a la Denominacién especifica Icoden-Daute-
Isora de Tenerife. Por su parte, Lema, C. y col. (1994) mencionan su aislamiento en la
Comarca Vitivinicola “O Baixo Mifo”.

Las levaduras aisladas e identificadas en el presente trabajo podemos dividirlas en
tres grupos en funcién del poder fermentativo de las mismas. Estos serian:

e [evaduras de alto poder fermentativo: Saccharomyces cerevisiae.

e [evaduras de bajo poder fermentativo (Caricter oxidativo predominante): Candida
stellata, Candida valida, Kloeckera apiculata y Pichia anomala.

e [evaduras de poder fermentativo nulo: Rhodotorula glutinis.

Hemos de destacar que la especie Kloeckera apiculata en numerosas ocasiones ha
sido sefialada como la responsable de los primeros grados de la fermentacion alcohdlica,
llegando a alcanzar de forma habitual los 5-6°.

Por su parte, las especies pertenecientes al género Pichia presentan un bajo poder
fermentativo que alcanza hasta lo 4-5°. Sin embargo, presentan una alta resistencia al etanol
existente en el medio, pudiendo oxidarlo de forma anaerobia con su consiguiente

disminucién. Ademas, metabolizan la glicerina y son susceptibles de formar velo por lo que
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son consideradas de forma general como especies daifiinas para la enologia. En nuestro
caso, sin embargo, solamente fueron aisladas en la primera fase de fermentacion.

En el género Candida existen especies de poder fermentativo débil como Candida
stellata (Glucosa y Sacarosa), encontrada en este trabajo en un 20% en la primera fase
fermentativa y que sin embarga no asimilan el etanol, pudiendo contribuir en los primeros
grados alcohdlicos del vino. Por otro lado, existen otras especies del género que presentan
caricter oxidativo-filmogeno (como Candida valida), que no solo no poseen capacidad
fermentativa sino que son capaces de asimilar el etanol del medio, reduciendo asi la
graduacion alcohdlica, y producir alteraciones en el vino. Posee gran importancia este
efecto pernicioso derivado de su accién oxidativa sobre el etanol y los dcidos orgénicos
fijos, dando lugar a una alteracién conocida como flores del vino. Es por esto que se les
considera especies perjudiciales para el mismo.

Las especies del género Rhodotorula, al igual que algunas pertenecientes al género
Candida, no poseen capacidad fermentativa, pudiendo sin embargo resistir una graduacién
alcohdlica en torno a los 15°. Su presencia se considera de forma general negativa para el
vino debido a la capacidad de estas de asimilar el etanol de forma variable.

Para finalizar queremos destacar que la especie Saccharomyces cerevisiae ha sido la
dominante a lo largo de la fermentacién espontanea de los mostos estudiados, presentando
un crecimiento que ha ido en aumento a lo largo de la misma, en detrimento del resto de
especies. La graduacion alcohdlica alcanzada en estas fermentaciones (11.47-13.04) se debe
a su alto poder fermentativo, si bien en este trabajo no se ha llegado a distinguir entre las
diferentes razas fisioldgicas de Saccharomyces cerevisiae por no haberse considerado en un
principio objetivo prioritario del mismo. No obstante creemos muy interesante continuar en
esta linea, investigando las diferentes razas fisioldgicas asi como su poder fermentativo,
resistencia al anhidrido sulfuroso, contribucién a la formacion de compuestos volatiles del
vino, etc. a fin de poder seleccionar aquellas que mejores caracteristicas organolépticas

produzcan en los vinos y aplicarlas en el proceso fermentativo.
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Conclusiones

Se han analizado y caracterizado un total de 12 variedades de uva de vinificacién
mediante la determinacién de 15 pardmetros fisicoquimicos. Se observan como
caracteristicas mds destacadas: los altos rendimientos de obtencién de mosto de las
variedades de nueva implantacion en la zona como la macabeo o la cavernet, frente a
las tradicionales como el jaén blanco, o los altos valores medios de acidez y bajos ph

de la variedad cavernet-sauvignon.

La inmensa mayoria de los mostos obtenidos a partir de dichas variedades de uvas que
tienen valores de azucares en general mayores a los obtenidos para las mismas
variedades en otras zonas vinicolas, son aptos para la elaboracién de vinos de mesa,
con una ligera tendencia a la elaboracién de vinos licorosos, e incluso, algunos como
los obtenidos a partir de tempranillo y bobal, serian aptos para un posterior

envejecimiento.

En los vinos analizados se han obtenido unos valores medios de acidez total de 6.37 g/l
en tartarico ligeramente mas altos que la media de los vinos espafioles, valores de ph
comprendidos entre 3.12 del macabeo y el tempranillo a los 3.58 g/l de la bobal, todos
secos con concentraciones inferiores a los 2 g/l y un grado alcohdlico de 13° o
inferiores siguiendo las nuevas tendencias del mercado y una longitud de onda
dominante que emplazaria a los blancos entre el verde amarillento (A < 570 nm) y
proximos al amarillo verdoso (A = 695 nm) para el macabeo. Naranja rojizo para los
rosados y en la zona del rojo los tintos, si bien la bobal con una longitud de onda
dominante de 686.4 nm estarian muy préximos al rojo pdrpura, por ultimo con valores
medios en glicerina préximos a los 7 g/l y valores en polifenoles totales que oscilan de

los 279.7 g/l en écido gélico y los 1725.6 g/1 del bobal.

Se confirman como idéneas, las técnicas de cromatografia liquida utilizando como
eluyente una disoluciéon de &dcido sulfirico a ph= 2.2 y purificacién previa de la
muestra con cartucho sep-pack de Waters® para la cuantificacién de los principales

dcidos orgédnicos en mostos y vinos y en control de la fermentacién maloléctica, asi
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como la cromatografia de gases con ionizacién de llama e inyeccién de la muestra
previa destilacion para la cuantificaron de los principales alcoholes, aldehidos y esteres
y por ultimo, la espectroscopia atomica previa digestiéon acida de la muestra para la

determinacion de los principales iones metdlicos en uvas, mostos y vinos.

Los caldos analizados presentan un perfil aromdtico adecuado y unos niveles medios de
metanol (inferiores todos a los 75 mg/l) y acetato de etilo y metilo muy alejados de
malas o incorrectas técnicas de elaboracion o alteracion posterior. Pero que los hace al
mismo tiempo, ser vinos con un aroma nho excesivamente desarrollado salvo
excepciones. Punto este, que debe ser mejorado mediante control de la fermentacién y

la aplicacién de levaduras seleccionadas que mejoren este punto.

Segtn los datos obtenidos en la cuantificaron de los principales 4cidos orgdnicos por
HPLC y las determinaciones enziméticas asi como los controles de bacterias totales y
aciddfilas, se deduce una cierta dificultad y por tanto un retraso en la realizacion de la
fermentacién malolactica. Punto este que ha de considerarse prioritario para establecer
los criterios de seleccién de cepas de levaduras a utilizar en posteriores trabajos o

estudios.

Los valores de (Na, K, Ca, Mg, Cu y Fe) , estdn dentro de las concentraciones
normales, pero ligeramente inferiores en la mayoria a los encontrados en bibliografia.
Confirmandose asi mismo, tras un estudio especifico, la tendencia a disminuir del
potasio y el calcio durante la fermentacion, la variacién no significativa en los niveles
de sodio y magnesio, asi como en el caso del hierro y el cobre, una ligera disminucién

en la segunda fase de la fermentacion tras un ligero aumento en la primera

La mejor tecnologia junto con una mas correcta dosificacion del anhidrido sulfuroso
(aun cuando con una concentracién media en el sulfuroso libre de 6.2 mg/l estarian
algo alejados de los 20 mg/l considerada idonea por la mayoria de los autores
consultados en bibliografia) han conseguido la desaparicion de problemas tradicionales
en la zona como era la quiebra férrica (hoy con valores inferiores a los Smg/l en
hierro), la precipitacion de materia colorante o tartratos o el aumento de los niveles de

acetaldehido (muy alejados de los 100 mg/l considerados como peligrosos) o de la
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Conclusiones

acidez volatil, si bien en este ultimo pardmetro, aunque todos los vinos analizados estan
muy alejados del margen legal maximo estipulado, algunos con valores ligeramente

superiores a los 0.5 g/l estarian por encima de los deseados.

Se ha confirmado la utilidad del Sistema API como técnica complementaria en la

identificacion de levaduras con aplicacidn enoldgica.

Tras la aplicacién de la metodologia descrita, se han aislado en uvas pertenecientes a
las variedades macabeo, tempranillo, jaén blanco y bobal, levaduras de las especies:
Candida stellata, Candida valida, Kloeckera apiculata Pichia anomala, Rhodotorula
glutinis y Trichosporon cutaneum. Todas ellas similares a las encontradas en zonas de

peculiaridad afin a la ecologia de la zona objeto de estudio.

En los mostos, de las especies ascoespordgenas aisladas es la Saccharomyces
cerevisiae la que se encuentra en mayor proporcion en la primera fase fermentativa
(18%), frente al 2% de la Pichia anomala. La primera es la tnica especie identificada

en todas las fases del muestreo.

Se han aislado especies pertenecientes a los géneros Candida y Trichosporon
consideradas perjudiciales para la calidad de los vinos. El Trichosporon debido a
problemas de manipulacién por lo que se han tomado las medidas oportunas con el fin

de mejorar la calidad de los caldos.

La toma de muestras de uvas y de mostos en las tres fases de fermentacion, la
utilizaciéon de los medios YPD y MYPD, asi como la realizacién de pruebas
morfoldgicas, bioquimicas, etc., junto a la utilizacién de los Sistemas API y en algunos
casos con la confirmacién mediante el andlisis de los patrones de restriccion de cepas
conocidas, ponen de manifiesto que el método seguido ha resultado idoneo para el

aislamiento e identificacion de la flora levaduriforme autdctona.
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ANEXO I: Clasificacion de los ASCOMICETOS
Clase

Orden
Familia
Género

Phylum: Ascomycota
“Archiascomycetes”
Schizasaccharomycetales Prillinger, Dorfler, Laaser, Eckerlein & Lehle ex Kurtzman
Schizasaccharomycetaceae Beijerinck ex Klocker
Schizosaccharomyces
Taphrinales Gdumann & C.W. Dodge Taphrinaceae Gdumann
Taphrina
Lalaria (Anamorph of Taphrina)
Protomycetales Luttrell ex D. Hawksworth & O.E. Eriksson
Protomycetaceae Gray
Protomyces
? Saitoella ( Anamorphic genus)
Pneumocystidales O.E. Eriksson
Pneumocystidaceae O.E. Eriksson
Pneumocystis
Euascomycets
? Endomyces (E.scopularum)*®
Oosporidium
Hemiascomycetes
Saccharomycetales Kudryavtsev (syn. Endomycetales Gdumann)
Ascoideaceae J. Schroter
Ascoidea
Cephaloascaceae L.R. Batra
Cephaloascus
Dipodascaceae Engler & E. Gilg
Dipodascus
Galactomyces
? Sporopachydermia
? Stephanoascus
? Wickerhamiella
? Yarrowia
? Zygoascus
Endomycetaceae J. Schroter
? Endomyces (E. Decipiens)*®
? Helicogonium'
? Myriogonium"
? Phialoascus”
? Trichomonascus”
Eremotheciaceae Kurtzman
Eremothecium
? Coccidiascus
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Lipomycetaceae E.K. Novdk & Zsolt

Babjevia

Dipodascopsis

Lipomyces

Zygozyma
Metschnikowiaceae T. Kamienski

Clavispora

Metschikowia
Saccharomycetaceae G. Winter

Arxiozyma

? Citeromyces

? Cyniclomyces

? Debaryomyces

? Dekkera

? Issatchenkia

Kluyveromyces

? Lodderomyces

? Pachysolen

? Pichia

Saccharomyces

? Saturnispora

? Torulaspora

? Williopsis

Zygosaccharomyces
Saccharomycodaceae Kudryavtsev

? Hanseniaspora

? Nadsonia

Saccharomycodes

? Wickerhamia
Saccharomycopsidaceae von Arx & van der Walt

? Ambrosiozyma

Saccharomycopsis
Candidaceae Windisch ex van der Walt (Anamorphic)

Aciculoconidium

Arxula

Blastobotrys

Botryozyma

Brettanomyces

Candida

Geotrychum

Kloeckera

Myxozyma

Schizoblastosporion

Sympodiomyces

Trigonopsis
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ANEXO II: Clasificacion de los BASIDIOMICETOS

Caracteristicas
Orden

Familia
Género

Teleomorphic taxa
1.- Poros septales “simples”
A.- Basidios cilindricos, septos transversales

Ustilaginales
Ustilaginaceae
Microbotryum
Schizonella
Sorosporium
Sphacelotheca
Sporisorium
Ustilago
Ustilentyloma y probablemente con Ustilago tipo basidio®
Sporidiales
Sporidiobolaceae
Leucosporidium
Rhodosporidium
Sporidiobolus
? Erythrobasidium
? Kondoa
? Sakaguchia
Platygloeales
Cystobasidiaceae
Colacogloea
Cystobasidium
Kriegeriab
Mycogloea
Occultifer
Tijbodasia
Septobasidiales
Septobasidiaceae
Auriculoscypha
Coccidiodictyon®
Ordonia’
Septobasidium
Atractiellales
Chionosphaeraceae
Chionosphaera
Stilbum
Atractogloeaceae
Atractogloea
Agaricostilbales
Agaricostilbaceae
Agaricostilbum
B.- Basidios globosos, no septados.
Graphiolales
Graphiolaceae
Graphiola
C.- Basidios cilindricos, no septados.
Cryptobasidiales
Cryptobasidiaceae
Conyodyctum
Cryptobasidium
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Microstomaceae
Microstoma
Exobasidiales
Exobasidiaceae
Brachybasidium
Dicellomyces
Exobasidiellum
Exobasidium
Laurobasidium
IL.- Dolipore septa, parenthesomes cupulate
A.- Basidios “cruciate-septate”
Tremellales
Sirobasidiaceae
Fibulobasidium
Sirobasidium
Tremellaceae
Bulleromyces
Itersonilia®
Holtermannia
Phyllogloea
Sirotrema
Tremella
Trimorphomyces
B.- Basidios aseptados
Filobasidiales
Filobasidiaceae
Cystofilobasidium"
Filobasidiella
Filobasidium
Mrakia
Xanthophyllomyces
Syzygospora
Chistiansenia
Syzygospora
Anamorphic taxa
Sporobolomycetaceae
Bensingtonia pro parte
Kurtzmanomyces
Rhodotorula pro parte
Sporobolomyces pro parte
Sterigmatomyces
Cryptococcaceae
Bullera
Cryptococcus
Fellomyces
Kockovaella
Phaffia
Trichosporom
Tsuchiyaea
Udeniomyces
? Hyalodendron
? Moniliellas
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ANEXO III: Actividad enzimdtica de diferentes tipos de levaduras (API ZYM)
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APIID32 A

REACCION 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Fosfatasa alcalina + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
o Glucosidasa - + + - - + + + - + - - + + - + + - + + + +
B Glucosidasa - + + - + + - + + + + + - + + + + - - - -
o Galactosidasa - - - R R R - - R R R R _ . R R R _ _ R R R
B Galactosidasa - - - - - - R R R R R R R R R R R R R R R R
B Galactosidasa 6 fosfato - - B - B B - - - - - - - - - - - - - - - -
B Glucuronidasa - - - - - - - R R R R R R R R R R R R R R R
o Arabinosidasa - - - - - - - - - - - - - - - - - -
o Fucosidasa - - - - - - - - - - - - - B - - - - - - - -
BN - Acetil - Glucosaminidasa - - - - + - - - - - - - - - - - - -
Ac. Glutdmico Descarboxilasa - - - - - - +- - - - - - - - - - - -
Leucina arilamidasa + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Serina arilamidasa + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Alanina arilamidasa + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Fenilalanina arilamidasa + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Tirosina arilamidasa + + + + + + + + - + + + + + + + + + +
Arginina arilamidasa + + + + + + + - + + + + + + + + + - +
Histidina arilamidasa arilamidasa + + + + + + + + - - + + + + + + + - +
Prolina arilamidasa + + + + + + + + - - + + + - + - + - +
Leucil glicina arilamidasa + - + + + + + + - - + + + + + + + + +
Glicina arilamidasa + + + + + + + + - - + + + + + + + - +
Acido Prioglutamico arilamidasa - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Glutamil Ac. Glutdmico arilamidasa - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Ureasa - - - - - - - - - - - - - - - - - +
Arginina dihidrolasa - - - - - - - R R R R R R R R R R R R R R R
Produccion de Indol + + + + + + + + + + + - + + + - + + +

CORRESPONDENCIAS

N° Especie de Levadura

1 Candida mycoderma

2 Cryptococcus laurentii

3 Debaryomyces hansenii

4 Pichia menbranaefaciens

5 Rhodotorula glutinis

6 Candida pulcherrima

7 Candida guillermondii

8 Hansenula subpelliculosa
9 Kloeckera apiculata

10 Hanseniaspora guillermondii
11 Torulopsis bacillaris

12 Torulaspora rosei

13 Zygosaccharomyce veronae
14 Hansenula anomala

15 Zygosaccharomyces acidifaciens
16 Saccharomyces ellipsoideus
17 Saccharomyces ludwigii
18 Schizosaccharomyces pombe
19 Saccharomyces rouxii
20 Saccharomyces beticus
21 Saccharomyces cheresiensis
22 Saccharomyces montuliensis
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