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1. INTRODUCCION

1.1. SITUACION GEQOGRAFICA DE BOLLULLOS DEL CONDADO.

Bollullos par del Condadao, por estar al lado., Jjunto al
Condado pero nao formando parte de &l (FOURNEAU, 1975). Se trata
en este caso del Condado "histédrico" el Condado de Nieola qgue
comprendian, como recuerda  Amador de los Rios (1891): La Villa

de Niebla y todas las tierras que de ella dependian: Trigueros,
Beas, Rociamna del! Condado, Villarasa, Bonares, Valverde del
Caminao, El Portichuelo y Paimogo. Beollullos Par del Condado no
ha formado nunca parte del Condado de Niebla, ni tampoco La
Palma del Condado, Villalba del Alcor, Manzanilla, Chucena,
Hinojos, Almonte, Lucena del Puerto, San Juan del Puertoc, Moguer
y Palos de la Frontera, gue componen hoy la comarca del Condado
de Huelva, junto a los seis primeroslmunicipios citados.

81 esta camarca no ha tenido unidad histdrica, tampoco
posee unidad geogrdafica muy caracterizada. Ocupa el sector sud-
oriental de la provincia de Huelva vy estda limitada al Oeste por
el rio 0Odiel, al Sur por las inmemsas dunas vy playas del
Atléntico, al Norte por El Andévalo vy al Este por la provincia
de Sevilla (fig.l). .La unidad del Condado de Huelva es, pues, de
signo econtmico: es una zona de vinedo. Este tiene por capital a
Bollullo Par del Condado. Los 17 municipics anteriormente
citados. forman el Consejo Regulador de los vinos de Huelva,
Bollullgos cuenta con el 25% de los cosecheros y con 22 de  las 30
bodegas exportadoras de la zona. En su térming municipal se
produce un tercio del vino del Condado, es decir, cerca de

250.000 Hls., en la sexta parte del total de la superficie



plantada de vifda en el Condado, 340.000 Has.. Se consagra
practicamente al monccultivo de la vid gque cubre el 72,5% de la
superficie total del término vy el 85%  de la superficie
cultivada.

Condiciocnes gecgraficas favorables, como la posicidn
central en el vifedo de la zona o las vicisitudes historicas vy
el dinamismo de sus habitantes, son algunas de las razones gue
han hecho de Bollullos 1la capital del vifdsgo del Condado de
Huelva. La descripcién de 1los paisajes vy de las estrucﬁuras
agrarias de Bollullos, asi como el estudio de éus vinos y de su
comercializacidn actual vy el andlisis evolutivo en los dos
wltimos siglos, nos permitiran apreciar mejor las realidades
gecgraficas vy econdmicas de todo el videdo del Condado de
Huelva.

1.1.1. PARALELOS Y MERIDIANQOS.

Bollullos par del Condado estd ubicado entre el paralelo
Norté 372 21 47" 4 y el paralela Sur de 372 177 18" 24 asi como
al Este por el meridianc 68 29" 64" 7 vy al Oeste por el 62 35
24" 90, datos extraidos de un mapa 1:20.000 con todos 1los
detalles de 1:10.000, pues ha sideo elaborado por reduccidn vy
montaje del mapa topogrdfico de Andalucia 1:10.000, de la Junta

de Andalucia. Centro de Estudios territoriales y Urbanos.

1.2. LA OCUPACION DEL SUELO. CLIMATOLOGIA Y CARACTERISTICAS DEL

SUELD.
El municipic de Bollullos practica el monocultivo de 1la
vid, ya que posee 3.400 ha. de vinas sobre las 4.%00 ha. de

superficie total. Los otros cultivos son  en efecto casi

]



insignificantes: 8,5% de olivaf, 4,3% de tierras de labor, 1,5%
de huertas y zonas de regadios y un 1374 de plantaciones de
eucaliptos o de dehesas con encinas y alcornogues.

Estamds, pues, en presencia de una ocupacidén del suelo
completa (82%) y minuciocsa, en peguedas parcelas gue atestiguan
la importancia de la peguena propiesdad.

Pero si 1la vid es el cultivo exclusivo en Bollullos y sus
alrecgedores, es tambien el cultivo predominante en el conjunto
del Condado, con 20.000 ha. sobre las &60.000 de la superficie
cultivada. Por otrsa parte, el Condado es @ por antonomasia =21
vifdedo de Huelva, puesto que totaliza cerca del 953% de la
superficie plantada de vid en la provincia.

CLIMATOLOGIA

Las condiciones climaticas de la zona estén en concordancia
con las exigidas por la vid, caon lluvias a finales de otorc vy al
comienzo de la primavera, temperaturas elevadas para el brote vy
la formacidon de las wuvas sin el menor riesgo de heladas: un
verano calido, soleado y seco favorece la maduracidn y limita
los riesqos de enfermedades criptogémicos. Son, pues,

condiciones ideales para que las cepas crezcan y se desarrollen

bien.

LOS SUELOS:

Fourneau (1973) distingue estos suelos en tres categerias:

- Suelos arenoscs {(arenas).

- Suelos arcillo-arenosos (barros)

~- Suelos arenosos alcalinos (albarizas).

Estas divisiones empiricas hechas a partir de-la textura o
el color son realidades edafoldégicas evidentes. Las arenas



contienen alrededor de un  75% de arenas finas o groseras con
tendencia a formar corazas gque impideh la aireacidn vy necesitan
frecuentes labores superficiales. Su permeabilidad es muy buena
y dan excelentes rendimientos cuantitativos (de 13 a 15 bocoves
de 600 1/ha.). Los barros corresponden a 'los suelas rojos
mediterréaneos (&1,70% de arenas finas, 26,50 de arcillas,
textura arencsa y permeabilidad bastante buena) vy, sobre todo, a

los suelos abigarrados de tipo pseudogley de color gris verdoso

(46,8074 de arcilla, 42,60% de arenas finas, textura pesada v
escasa permeabilidad). Los primeros son mds favarables a la vid
(pero especialmente para el olivar) se situan siempre en las

partes altas de las colinas y en las primeras pendientes. Los
segundos, por el contrario, menos favorables, aparecen siempre
en el fondo de los valles.

lLos suelos de albarizas de color blanguecino, sonr ricos en

calizas (387, Jjunto a 32,84 de arenas finas vy 20,274 de
arcillas), son de textura franca y poseen una permeabilidad muy
ouena. Dan los mejores vinos, aunque también cantidades mas

debiles (10 bocoyes/ha.). Estos diversos tipos de suelos estan
muy mezclados y es bastante dificil determinar zonas precisas
para cada unc de ellos.

En Bollullos los tres tipos de suelos estan
cuantitativamente igual expandidos. Es necesario resaltar gue
subsisten zonas forestales sobre suelos  arenosos. Los  barros
ocupan los alrededores del pueblo, hasta las zonas de clivar,
mientras que las albarizas dominan al Sur y al Sureste. Si en la
actualidad son  muy apreciados estos  suelos,. sohre todo por los

grandes proplietarios, los pequenos han preferido durante mucho



tiempo los suelos arencsaos, por sus altos réndimientos Y. su
mayor facilidad de cultivo {(sector norte del términog).

En conjunto, los barros v albarizas se encuentran ven la
zona oriental de la campina de Huelva en torno a Bollullos. Los
vertisuelos ccupan el Norte de la Palma v los suelos arencsos
puraos a aluviales el Sur de Almonte. En la zona de Moguer las
albarizas no caonstituyen mas que una delgada orla al Sur de los
suelos aluviales del rio Tinto. Los suelos tienen, pues, un gran
papel en  la localizacidn de la vifAa en el sector central del

Condado (FOURNEAU, 1973).

1.3. LA EVOLUCION DEL VINEDG DEL COMDADO DESDE EL SIGLO XVIII.

L& DENOMINACION DE LOS VINOS.

En Bollullos en 1731 va era un municipio importante en el
cultivo vitivinicola, el 187 de la superficie cultivada y el 8%
de la total estaban plantadas de vid. Los cereales ocupaban el
79,5% de la superficie cultivada v el 34,737 de la superficie
total (fig.2). Las campifas del Condado estaban, pues, dominadas
por la praduccidn cerealista correspondientes  a las necesidades
de subsistencia.

Pero es la vid el cultivo que juega por excelencia el papel
de elemento de diversificacidn, acrecentando las posibilidades
del secano de cara al mercado y absorbiendo los excedentes de
mano de obra eventual.

En el Condadoc del siglo XVIII, Moguer es el gran municipio
vitivinicola junto a Bollullos y Manzanilla (la vid es el 237 de
la superficie cultivadal. Ademas, Moguer era el ‘gran puerto

exportador de la  provincia de Huelva desde el éiglo XV, fecha

&



del descubrimiento de América. La apertura de los mercados del
Nuevo Mundo, a partir del siglo XVI, es responsable del
desarrollo del cultivo de la vid en el Condado en general vy
particularmente en Moguer (edad de oro) y Palos.

Moguer, Manzanilla y Bollullos concentraban hasta el siglo
XIX cerca del 60% del viRedo vy mas del 50% de las prensas. Pero
si  Bollullos ha progresadao y Manzanilla se ha mantenido, el
vifedo de Moguer ha desaparecidc  totalmente, causa de =llo son
lags grandes crisis de finales del XIX vy principalmente la
filoxera.

En total, los 17 municipios . del Condado contaban con unas
6.600 ha., es decir, un aumentoc del 1007 respecto a medieados del
siglo XVIII. Este crecimientc habria sido mas importante aun si
el vifdedo no hublese sufrido una serie de crisis graves desds
mediados del siglo XIX.

- kCrisis comercial: en 1860 el mercado inglés, vital para
el Condado, se cierra tras el tratado anglo-francés.

- En  la misma fecha aparece en la regidn la terrible
enfermedad del oidium, vya conoclida en el  Norte de Esparma vy
Francia.

- Finalmente, los acontecimientos revolucionarios gue en
Septiembre de 1868 se inician en Cddiz y gque repercuten sobre
toda Andalucia, se hacen sentir también en el Condado. E!l
problema esencialmente es el de 1la tierra que ha sido
desigualmente repartida.

Por tarnto, las superficies plantadas de wvid tendran
tendencia a crecer, scobre todo a partir de 1870, momento =2n el

que comienza, tanto agui como en el resto de Espara, la =2dad de



oro del vino, que durara hasta finales del siglo XIx,
correspondiendo a la gran crisis filoxérica gue padece Francia.
Durante este periodo, en efecto, la mayor parte de las
exportaciones de vino de Huelva (90%) fueron a Francia. E£i
tratado comercial franco-espanocl de febrero de 1882 le favorecid
mucho. Pero a partir de 1885, la prosperidad se amortigua v
aparecerd la crisis. Ello se debe, principalmente, a dos
razones: el hundimiento de los precios vy la aparicidn de una
nueva plaga: el mildiu, gue coﬁienza a atacar agui a partir de
1888, se sabe combatir con sulfatados repetidos, pero ellg
supone un  aumento de los costos de produccién dificil de
soportar para  los pequefos propietarios y una necesidad de
acrecentar 1la vmano de cbra, gravosa para las pequenas
explotaciones.

Por otra parte los vinos esparcles que eran comprados en
Francia para mezclarlos, comienzan & tener que competir con los
vinos argelinos, de igual calidad y uso.

La crisis es real: baja de los precios, aumento en los
costos de produccidn, amenaza de superproduccion oy de mercado
adversc. La exportaciones de vinos espafcles a Francia alcanzan
su punto culminante en 1891, aunque hasta finales de siglo el
mercado franceés continuard absorbienda, mejor o peor, la
produccion del Condado. Se ha visto, ademas gue las superficies
plantadas de vid no dejaron de aumentar hasta 1900, fecha de la
aparicidn de la filoxera en la regidn.

Este insecto slcanzé a Espara en 1878, entrando por Gerona,
{procedente de Francia) vy por Malaga, vy no llegard al C(Condado

hasta 1%00.



En el Condado la calamidad es sehnalada, en primer lugar en
San Juan del Puerto en 1900 (Junta Consultiva Agrondmica, 1911).
Procedia posiblemente del vifedo jerezano, atectado desde 1895.
Bollullos vy su regidn se ven afectadas en otoho del mismo aro.
En 1908 penetra una segunda oleada por Huelva y Moguer.

En 1910 la provincia de Huelva cuenta solamente con 945 ha.
no afectadas en el litoral occidental, frente a 7.965 ha.
destruidas en toda la provincia vy 1.918 esencialmente dadadas en
el Condado. Las variedades destruidas fueron, principalmente:

— "Garrido fino", en un 30%.

-~ "Barrido macho", en un 235%.

- Por el contrario "Zalema" resistid bien: sdlo un 4% del
total fue destruido. Esta fue pues la variedad que se injertd en
las cepas americanas, hasta un 404 del total reconstruido.
Ademas presentaba la ventaja de ofrecer mavores vrendimientos
cuantitativos. Por el contrario la variedad "Palomino" bastante
resistente, pues solo se destruyd en un 4%, y de mejores vinos
(finos) pero de rendimiento débiles, no fue reconstruida mas gue
en un 3% del total. S buscd principalmente la cantidad y el
vifdedao actual adolece aun de ello.

El vifedo de la provincia se habia reducido al 30% en menos
de 10 anos vy la produccidn cesd practicamente.

Esta reconstruccidn fue sopaortada de forma diferente por
los dos centros principales del Condado. En 1la zona de
Bollullos, donde la variedad Zalema era muy importante antes de
la ¢risis, las nuevas nlantas se adaptan  bien y prasperan. En
Moguer sucede todo lo contrario, ademaé de los terribles atagues

del oidium en 1914 y del mildiu en 1913,



En 1913 la provincia no contaba con mas de &.200 ha. de vid

{como en 1887,

]

n 1922 los 17 municipios del Condadoc reunen mas
de 14.000 ha.. La guerra permitid terminar la reconstruccidn.
FPero, durante 20 aros de filoxera ha sidc la causa de profundos
cambios en la comarca. el mdas espectacular de ellos fue la ruina
del vinedo de Moguer, cabeza del condado desde el descubrimiento
de América. En 1922 el vifdedo rebhasa la superficie de 1900, el

¥ing encuentra compradorss e incluso en algunos casos  s@ pueden

fls
o

atenuar - el problema soci causado por-la rulna de numercscs
peauernos propietarios gque tienen  que wvender todo y o pasar al
rango de jornaleros de las grandes bodegas ¢ inclusc en algdn
casao de emigracidn, como ocurre en Bollullos.

Efectivamente, la figura 2 muestra gue en este municipio la
vid ha dado en 1922 un saltc decisivo.

El progresc de la vid continua:

~ 59% de la superficie total en 1933 v el

- 72,537 en 1971.

Como podemos ver con el estudio de la evolucieén de las
parcelas, hemos de reconocer gue ha habido wna verdadera
colonizacidn.

Concretamentz en un analisis de las propiliedades hechao en
Bollulleos entre 1835 y 1230, nos dice gue al mencs 2.000
familias pudieron acceder a la pequena propiedad, es decir, gue
cerca del B0Y de la poblacidn se vio beneficiada. Una nueva
estructura social nac:i:d con el Jjornalero—-propletario. Esto na
sido 1a garantia de estabilidad sacial vy econdmica gue ha

permitido el desarrollo del vinedo de Soilulios.



~ LA DENOMINACION DE LOS VINGS.

El caracter de un vino no depende tanto de la herencia como
del entorno. En su conformacion influye mucho mas el lugar en
gue se planta una vid que la técnica adoptada o inclusec el tipo
de cepa. La importancia de la localizacion exacta viene

ilustrada por la clasificacidén de los vinos en cuanto a calidad.

Lta tierra, el anico @ factor gue permanece invariable, ha
resultado ser decisivo. Parece légico, pues, gue 1gs vinos se
denominen de acuerdo con su - lugar de origen; Yy mas

especificamente cuanto mayor es la calidad.

Las leyes de denaominacidn de origen han simplificado
enormemente  la vida del consumidor, al establecer para cada
comarca vitivinicola un sistema que, una vez dominadoc, se revela
infalible. A parte de regular los nombres de los vinos, empero,
tienen oOtro aobjetivo, que.es contraolar la calidad. 5So6la tiene
derecho a obstentar determinado nombre aguel vino gque procede de
una vid concreta cultivada a la edad corfecta, podada
debidamente, gue logra el tenor alcohdlico exacto y alcanza un
nivel de aroma y sabor gque se establece en la degustacidn.

Fl aspecto mas impertante, tanto desde el punto de vista
del consumidor como. del productor, estriba gquizds en gque la
denaminacién se concede uUnicamente a determinada cantidad de
vinos por hectarea de vina por ano. En el caso de un gran crudo
puede equivaler tan sdloc a 30 Hl. por ha. (Hugh, 1983).

Los vinmos de la Denominacidn de QOrigen "Huelva"'" seran: los
vinos Blanceos de 118 a 148 alcohdliceos y  1os vinos generosos,
dentrc de los cusles tenemos el Condado Palido de 142 a 179

alcohdlico y el Condado Viejo de 1538 a 2328 alcohdlico.
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Cuando surgieron las Denominaciones de Origen vy comenzaron
a presionar para que cada una de ellas exportara solo los vinos
gue producian las vifAas encuadradas en sus propios limites, el
Condado intentd liberarse de la influencia de Jerez, hacia donde
afluian sus vinos para ser exportados.

Tras la creacidn de la Denominacistn de  Origen '"Huelva®
(C.M. del 10-V y B.0O. del 2-VI-&2) y en el mismo afro, la
creacién del Consejo Regulador de esta denominacidn los vinos de

Huelva tuvieron una mayor aceptacidén, vya gue los fines de esta

organizacidn eran: incrementar  los viticultores SUS
plantaciones, con priecridad del tipo de wuva fina, y abrirle
mercados en el extranjero a sus propios vinos. Conseguir
uniformidad de tipos, graduaciones, densidades, tonalidades de

color, aromas y bouguet, asi como trabajar aguellos mercados de
fronteras con vinags generocsos., abocadaos, semidulces.
Controlarian, ademds, toda la. produccidn y comercializacion,
tras mantener reuniones con las Juntas Rectoras de la

Cocperativas, al objeto de estudiar la integracidn de estas en

dicho Consejo Regulador. Su exportacidén en aquel ako, 1962,
aungue inferior, unos 60.000 1., marchd en progresidn creciente,
va gque en 1971 sumaban ya 300.000 1. exportadoé. Los pegueros

viticultores esperan mantenerse gracias a las cooperativas . en
plena expansién. El gram problema residia en la salida de la
produccion: en el mercado esparol el vino blanco estaba en
franca regresién, vy el de los vinos viejos, lo contrcla Jerez.
Tuvieron asi que cerrar el 204 de las bodegas en 3 aﬁos, debido
al envejecimiento de instalaciocnes,  mala estructura empresarial,

inadaptacion a las condiciones del mercado... Las cooperativas



necesitaban producilr cantidades masivas de  vinos blancas vy
cantidades progresivas de vinos viejos al objeto de ser
embotellados e introducirlos en el extranjero. Los esfuerzos del

Consejo Regulador daban ya sus frutos. Se habian inscrito en él

K

el 5%  de viticultores vy cosecheros Yy un 80% de los
exportadores, v las cantidades de vino gue salian al exterior
totalizardan en 1973, 1.791.641 1. En 1974, las cifras de
expartacidn crecieron de forma espectacular, 3.877.249 1. En el
ano siguilente, 1973, se bajd a 822.228 1., ya gque la esconomia
mundial se vio afectada por la subida del petrdlec. Ya en 1976

se volvid a  incrementar: 1.3746.738 1. pero a precios menores. En

1977, suma un equivalente a B854.6%92 1. Sumando todas estas

partidas, el total para el guinguenic eran 8.6462.548 1. Los
paises 1mportadores eran en el siguiente ogrden: Holanda,
Inglaterra, Beélgica, EE.UU., Suecia, Alemania,b Escocia, Irlandas

del Norte, Puerto Ricec, Rep. Dominicana, Ecuador...

La Denominacidn de Origen “Huelva", pasg a nombrarse
definitivamente, Denominacidn de Origen "Condado de Huelva" por
la 0.M. del 27-X11-197& (FOURNEAU, F. 1973).

| En 1977 las oficinas del Consejo Regulador se trasladaron a
Bollullos par del Condado, hoy por hoy, capital vitivinicola del
Condado, dividida en  zona de crianza, donde es i1indispensable
envejecer los vinos vy zona de produccion.

En 1978, cuenta 2! Condado con tres fabricas de vinagre
vinico, 673 bodegas con una capacidad aproximada de 1.200.000
Hls., de los cuales unos 400.000 estan en envases de madera v
800.000 en envases de hormigdn o subterraneas, ya que la mayoria

-

son vinos Blancos producidos @y vendidos en el ano.
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1.4. IMPORTANCIA DEL MATERIAL VEGETAL.

Las caracteristicas finéles de 1la produccitn vitivinicola
dependen de la accidn de una serie de elementos que, actuando
unidos, confieren al productoc final, uva o vino, una ;alidad
determinada. Estos elementos o©o factores de la produccidn se
dividen en dos grupos: laos llamados factores naturales y los
factores humanos. Entre los primerogs cabe distinguir el clima vy
el terreno vy entre los segundos las variedades a cultivar, las
técnicas de cultivo de la viRra vy los sistemas de elaboracidn del
vino, esencialmente. La accidn conjunta de todos estos factores
proporcionan al vino sus caracteres propios, dotdndoles de uneas
propiedades espec:ificas {(CONSEJERIA DE AGRIC. Y PESCA, 1982).

Las variliedades de vid praoporciocnan el cardcter propic a los
vinos. Para un catador con cierta experiencia, no pasan
desapercibidos el sabor vy el aroma que una variedad transmite al
producto final.

La influencia de la variedad se ve ldégicamente modificada
por la accidn de otros factores como el clima o el terreno.
Perao, sabre todo en wvariedades muy personales, permanece
siempre, dotando al vino correspondiente de su arcma y sabor
caracteristico. La accion anual del clima vy de los restantes
factores de 1a produccidn altera la calidad final, fluctuante
segun campanas.

Las variedades ce adaptan con mayor o menor éxito a los
diferentes climas vy terrenocs. Hay algunas gue tienen una
plasticidad elevada vy se desarrollan con facilidad en diversas
situaciones, produciendo vinos de buena calidad.

Hay otras variedades que parecen estar especializadas en



casos muy conc?etos. Asi, la Palomino en Vtierras albarizas para
producir el Jerez.

l.a adaptacidn de wuna variedad a wuna zona desterminada
depende en gran medida de la temperatura. Las variedades de
ciclo largo requieren regiones meridiognales parsa completar
convenientemente su proceso de maduracidn. 5Sin embargo, en zonas
septentrionales es preferible variedades de ciclo mésb cortoc gue
puedan madurar aun sin altas temperaturas. Estas variedades, por
el contrario, en regignes mas calurosas, corren el riesgo de
madurar excesivamente, perdiendo buena parte de sus aromas.

lLa importancia de las variedades en la produccion final se
refleja en la reglamentacidn de las zonas con Denominacion  de
Origen. Se reconoce de esta forma la  trascendencia de este
factor de calidad, caracteristicas y propiedades del producto
final. |

La Zalema es la variedad fundamental en E1l Condado. De
madurez tardia, hacia la primera decena de octubre; sus mostos

no son muy dulces y tienen buena acidez, dando vinos de 118-120,

1.9. LA UVA. ESTRUCTURA Y COMPOSICION.

kEn la uva pueden distinguirse tres partes (Cevicéon, 1281):

-La piel u hollejo.

-La pulpa.

-l.a semilla.

El hollejo de la uva se compone de diferentes capas. Hay
una epidermis externa o cuticula de consistencia celuldsica, muy
flexible, 1o que permite el aumento de tamano del fruto. Las

cuatro o cinco capas sucesivas de celulas, gque también forman
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parte del hollejo, intimamente adheridas entre si y a la
cuticula, cpntienen la mayor proporcion de aromas primarios
caracteristicos de cada variedad de uva y también la mavyor
proporcién de pigmentos, especialmente en las variedades tintas.

En la pulpa, que es la parte carnosa de la uva, constituida
por una serie de capas de células, es donde estd alojado el
mosto o jugo de la uva. En la pulpa la proporcion de pigmentos
es mucho mas reducida y su color normalmente es amarillo-verdoso
o amarillo—dorado, con excepcisdn de algunas variedades de uvas
{tintoreras). La parte de la pulpa mads interna, en contacto con
la pepita o hueso es mas rica en dcidos y en sustancias tanicas.

En el interior de la pulpa hay una serie de haces, Ccomo
nerviaciones, gue constituyen 1los canales de alimentacisn de la
pulpa, por donde transcurre la savia desde el pedunculo de la
uva para nutrir la pulpa y la semilla.

Cuando el fruto estd en proceso de formacidn vy crecimiento
es de color verde, realizando directamente una parte de la
funcidn clorofilica % por consiguiente de nutricidn vy
transformacidn.

La pepita o semilla se compone de una cuticula exterior,
que. contiene abundancia de sustancias @ tanicas, de una capa
lefosa, vy de wuna parte interior o albumen muy graso, gue
contiene del 13% al 20% de aceites.

En el transcursa de la maduracion se produce un compleJo

proceso de formacidn de Aacidos, especialmente dcido tartarico vy

J

dcido wmalico vy su transformacidén. en azdcares {glucosa. vy

fructosa). Durante este periocdo ademds, vy a partir del envero,

es cuando se van produciendo los pigmentos caracteristicos de

13



las variedades, ya sean de uva blanca o tinta.

1.5.1. EL MOSTO. NORMAS DE ELABORACION.

| Esta breve descripcionrde la composicidn de la uva es muy
importante para comprender el papel gue desempesa el sistema de
trituracidn, de prensado y de elabcracién del mosto en general.
51 la trituracidn de la uva es excesivamente energica, la wuva
gueda convertida en una hasa informe, comoc puré o papilla, en
donde se han entremezclado todos 1los componentes del hollejo
totalmente roto, e incluso de la cuticula de la pepita, de su
albumen graso, etc. Este mosto jamas poedria dar un vino de
calidad. Debemos tener en cuenta que el aceite contenido en la
pepita es del orden de medio litro por Hl. de mosto, que
produciria sabores y clases degradantes del vino, facilitaria
posteriores enranciamientos, etc.

El estrujado de 1la uva debe ser de tal naturaleza gue
permitan la extraccidn del mosto y su  fermentacidn vy . una
perfecta separacidn de la semilla, sin que esta Ultima ceda
ningun tipo de sustancias, inconvenientes para la futura calidad
del vino. Ademds cubre otros objetivos; facilita la siembra de
la levadura o de las esporas adheridas a la cuticula de la uva,
pone en contacto esta levadura con el mosto, vy también la rotura
del hollejo facilita 1a salida de sustancias aromé&ticas y 1a
materia colorante de 'la piel, 0o su posterior disoiucién. El
estrujado debe ser 1lo suficientemente suave para que no afecte a
la semilla ni siquiera se produzcan raspaduras de su cuticula
externa. |

Tanto en la maquina estrujadara como en las de prensas no
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debe perseguirse exclusivamente el aspecto funcional de cara a
un - buen rendimiento cuantitativo, sino el aspecto cualitativo
del tratamientc que dan a la vendimia (CEVICON, 1981).

Asimismo en la prensa debe graduarse perfectamente su
accidn  para gue puedan ser extraidas separadamente, el mosto de
yema o de escurrido, después de éste, una primera fraccion de
baja preéién, que es mosto procedente de la pulpa propiamente
dicha y segunda fraccidn en que existe mayor proporcion de jugo
de las capas epideérmicas, v finalmente, las sucesivas fraccicnes
que se componen de liquidos procedentes de los tejidos celulares
que tienen vya exceso de taninos, gran cantidad de sales, e
incluso aceites extravasados de la propia semilla.

Ahora bien, si la trituracidn ha sido excesivamente
energica, entonces seria 1nutil todo intento de separacidn de
fracciones del mosto, pues todas ellas tendrian una misma
compasicidn, y en su conjunto adolecerian de graves defectos de
calidad.

El paso siguiente a la obtencidn del mosto es el desfangado
que consiste en eliminar del mosto las impurezas mas pesadas
como tierra, pepitas de la uva, fragmentos de pedunculos vy de
hojas, etc (CEVICON, 1981). Para lograr este efecto se puede
utilizar la centrifuca o bien dejar el mosto en reposc para gue
se depositen dichas materias. Esta segunda mcodalidad es la mas
corriente en bodega, y para lograr el reposo- del mosto es
necesario aplicar una dosis de sulfuroso que retrase el 1inicic
de la fermentacidn alcohdlica durante 12 a 24 hgras, puss en
otro caso el desprendimiento de gas carbodnico impediria @ ia

precipitacidn vy depésito en el fondo del envase de tales
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sustangras.

En el degfanqado no conviene eliminar las posas intermedias
aue tienen consistencia mucilaginosa, turbias, porgque en ellos
hav parte de las Sustanc;as sapidas qgue i@ﬁeresa mantener para
coneeguir las adecuadas cualidades arganolepticas de los vinos.

La adicion de shlfuroso, depende de las condiciones en que
se  encuentre la vendimia, de la temperatura, etc. Es condicion
indispensable para que el sulfuroso actue correctamente que este
dietribuido muy uniformemente en el conjunto de la masa del
mosto, d;ﬂlo contrario se iniciaria la fermentacidn en alguna
parte del depdsito, extendiendose inmédiatamente al resto del
erivase, haciendo imposible el desfangado.

No conviene gue el desfangado sea excesivamente enérgico,
sino  limitarlo a las particulas mas gruesas qgue estén en
suspension. En otro caso eliminariamos del mosto demasiada
cantidad de levaduras o de esporas de levadura vy de sustancias
nitrogenadas gue sbn imprescindible para la buena fermentacidn
alcohdlica, provocando retrasos en la iniciacidn o paradas.

8i la uva ha sido excesivamente triturada durante ;él
estrujado mecédnico, entonces serd inutil todo intento de
desfangado. El desfangado es de gran utilidad también desde el
punto de vista gustdtico de los vinos,kpues se eliminan sabaores
a terruno y herbdceos, que son muy frecuentes en vinos blancos.

El pie de cuba es una parte del masto q&e se mantiene. en
constante fermentacidn durante todo el periodo de la‘(vendimia.
Se debe tener siempre dispuesto en 1a bodega para activar las

fermentaciones perezosas 0 paralizadas (CEVICON, 1981).

La cantidad de pie de cuba que debe aqgregarse a un mosto
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cuya fermentacidn no arranca, O cuya fermentacidn esta
paralizada, es del orden del 2 al 5% del volumen. La cantidad a
preparar de pie de cuba depende del volumen de la bodega vy del
volumen de los envases de fermentacidn.

Para iniciar la preparacion del pie de cuba, dos o tres
dias antes de que comience la vendimia se eligen unos racimos
perfectamente sanos, no excesivamente madurés, con un peso total
de 30 a 100 kg.

Los racimos se desgranan, separando las pepitas, se
estrujan, vy se echa el mosto, airedndolo, enrn una cuba lavada
cuidadosamente, e incluso esterilizada con vapor de agua.

Si es precisc se calienta el mosto hasta una temperatura de
unos 258C. Cuando comience la fermentacidn alcohdlica se realiza
un trasiego con aireacion cada dos o tres horas; al cabo de dos
dias de iniciada la fermentacidn se completa la cuba con mosto
estéril o bien mosto sulfitado com ungs 23 gramos de anhidrido
sulfuroso por Hl., s maés, aun wutilizando mosto estéeril es
conveniente agregar el sulfuroso para gque la levadura del pie de
cuba este acostumbrada a trabajar con altas dosis de gas
sulfuroso y asi poder hacer arrancar una fermentaéicn en las
pecres condiciones.

51 se agrega mosto sulfitado debe - hacerse poco & pocao, a
fin de no paralizar la fermentacidn. A partir de este momento, y
a diario, van sacandose fracciones de pie de cuba, de un cuarto
o un quinto del volumen, completando  la cuba con mosto
sulfitado.

Si es necesarioc mayor volumen de pie de cuba entoncecs 2sta

misma bota puede servir para preparar 4, 3 6 10 botas mas, o
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incluso un depdsito de 30 HIl.

Insistimos en que el pie de cuba debe airearse muy
frecuentemente, cada dos o0 tres Hhoras, pues no perseguimos
produccién de alcohol, sino la multiplicacion de la levadura.

Esto es un resumen de los preparativos previos, de una
bodega para asegurar la marcha de la vendimia hacia la

produccién de un vino de calidad.

1.5.2. COMPGSICION DEL MOSTO.

El mosto es el zumg de la uva resultante de su [pisado,
prensado, etc. o cualguier otra operacidn que rompa los hollejos
de las uvas vy deje libre el liquido en ellos contenido.

Segun el codigo alimentario, el mosto es el zumo obtenido
por presisdn  de la wuva en tanto no haya comenzado sSU
fermentacién, sin hollejo, pepitas ni escobajos.

El mosto sin las sustancias colorantes propias del hollesjo,
es un ligquidoc dulce, turbio, con colores variables y que oscillan
del amarillo claroc a un rojizo también clarc y gque tiene una
dencsidad superior al agua (1,08 kg/dm aproximadamente, ya que
depende de los solidos totales contenido en la uva).

ia determinacican de azucar =n el mosto  va en funcidn de la
densidad v es fdcil de hallar. Pero no todo 23 azucar en. un
mosto, sino que también hay sustancias minerales, proteinas,
adcidos libres, etc.

Esto ez de forma general, pues 21 verdadero contenido de
azucares de un mosto depende de bastantes factores como es el
estado de madurez de la uva utilizada, de las condiciones

climaticas que precedieron a la vendimia, etc.
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En el caso de wuva poco madura, el contenidoc en azlcares es
bajo, del orden de 130 g/l D-glucosa vy fructosa, son los dos
azlcares contenidos en o1 mosto de uva. La sacarscsa no se halla
presente en la wuva. Esto sirve para detectar adiciones
fraudulentas de azducares comerciales que suelen estar
constituidos por moléculas de sacarosa.

Los 4acidos vy sales mas importantes son el &cido malico,
acido tartdrico, acido citrico y tartrato potédsico. Todos estos
&cidos se encuentran en forma libre vy ligada.

Otras sales de importancia son los fosfatos de calcio,
fosforo y magnesio, claoruro sodico, silicato potasico, etc.

Presentes en el mosto se encuentran sustancias nitrogenadas
(albuminas y globulinas) gque durante la fermentacidn seran
utilizadas por las levaduras para su multiplicacion vy formacion
de estructuras celulares.

No se encuentran taninos vy materias colorantes en la pul

Ln]

a
de la wuva de donde sale el zumo, pero durante el prensado
pequenas cantidades de esas sustancias se escapan del hollejo,
escobajos y pepitas transferiéndose al caldo.

Concluimos en un parcentaje de la composicidn media de un

mosta de uva (MADRID, A. 1991):

— AZUCAr S . it o s innnsansncacenannss 13 - 23%
— ACIidOS s evcennsen s e e e s e na e 0,7 — 1,2%
— Sust. MINerales ....ceeiveseronnnas 0,2 - 0,3%
- Sust. nitrogensadads .....ceociecennan. 0,05 - 0,4%
- Humedad ....... e L... 13 - 8%



1.6. LAS LEVADURAS.

En 1.860, Pasteur cred la Microbiologia Enolégica, al
descubrir los microorganismos responsables de la fermentacion
alcohdlica del mosto (IBAR, L.,1985). Estos son uwnos hongos
unicelulares que se reproducen asexualmente por gemacidén y que
taxondmicamente son muy heterogéneos correspondiendn a tres
clases distintas. Aunque [Ios mas . interesantes onoldégicamente
nertenecen en su mayoria al grupo de los ascomicetos, cuya
caracteristica es su aparato reproductor en forma de asca, ©
sea, una celula especial de paredes recias gue contienen, en su
interior, una serie de otras peguenas celulas, las ascosporas,
reproductoras.

Pentro de la subdivisidn de los ascomicetos, las levaduras

de mayor interés en la enclogia pertenecen & la familia de las

Saccharomycetaceae, cuyas caracteristicas comunes son:
unicelulares eucaridticas, de tamano mas gtande gue las
bacterias, de formas esféricas, ovolides, elipticas,

cilindricas, alargadas, filamentosas, ... etc. En el interior de
la membrana celular, se encuentra el protoplasma de constitucidn
albuminoidea vy, en el centro, el nuclec de forma esfeérics v
junto a &1 wuna gran vacuola que contiene las sustangias de
reserva para  su- metabolismo: enzimas, vitaminas, compuestes
fosforicos, hidratos de carbono, etc. Metabolismo: el de las
celulas eucaridticas, dando lugar a diversas fermentaciones la
mas conoccida la alcohdlica. Reproduccidn por gemacidn v por
fases alternadas sexuales, mediante ascosporas, y asexuales, por

gemacicn (LARREA, A.,1983).



1.6.1. CITOLOGIA DE LAS LEVADURAS.

La estructura general de la célula de levadura se aproxima
a la de la celula vegetal. Las levaduras jévenes en pleno
desarrollo no muestfan al microscopio optico una estructura
interna bien diferenciada. Por el contrario, en las células mas
viejas o que contienen ascosporas, se distinguen directamente
ciertos detalles de la estructura interna. La observaciodm al
microscoplo electrdnico permitid recientemente efectuar un
ectudio muy detallado de la ceélula para diversas especies de
levaduras. Como en todo organismo eucariota, la célula de
levaduras posee: Envolturas Celulares, Citoplasma vy Nucleg
{RIBEREAU~-GAYCON, J.,1989).

LAS ENVOLTURAS CELULARES.

Comprenden: 1) La Pared 2) La Membrana Citoplasmatica.

1.- La Pared Celular de las levaduras es relativamente
gruesa vy trigida. Estd formada por 3 capas de composicién
diferente vy constituida guimicamente por una red de dos

polisacardidos en proporciones iguales (407 del pesoc seco de la
pared celular), un manano y un glucanc. El primerc noc existe en
ciertas levaduras. La pared contiene ademds proteinas, lipidos,
fosfatos, glucosamina y en la mayor parte de las especies,
guitina, gue es un polisacarido formado por uma caderna larga de
residuos de NAG wunida por enlaces "B 14", Es sobre todo el
manano el gque forma la capa externa de la pared, faormada por una
cadena principal de unidades de manosa unidas mediantes enlaces
"a 1=6", y numercsas cadenas laterales con unibnes "a 12"y en
algunos casos "o 1-3".

El glucanoc es wun polisacarido formado por un @ polimero
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lineal de residuos de glucosa unidas por enlaces "B 1-3” con
algunas cadenas laterales de glucosa con uniones "B 1-6", forma
la capa intermedia, rica en proteinas (ROSE, A.H.,1991). Las
proteinas de las paredes contienen ia serie de aminocacidcs,
destacandoc en grandes proporciones el acido glutamico %
aspartico asi como los amino&cidos azufrados cue se encuentran
en forma de complejocs con los polisacéaridos.

En  la pared interna estan localizados ciertc numers de
sistema enzimatico: invertasa, fosfatasa, peptidasa y otras
hidrolasas.

La pared de las levaduras desempersa un papel protector,
pues es resistente a la accidn mecdnics. Confiers a la ce&lula su
torma especifica, pero sin embargo posee cierta elasticidad gue

aparece cuando la célula se contrae en un medic en gue se ejerce

ey

una fTuerte presidn osmética.
La pared posee poros relativamente tenues., Los coloides de
un pesc molecular superior a 4.3500 no pueden atravesarla. Por
esta razon las levaduras no utilizan directamente las proteinas
de un medio. Se debe considerar a la pared celular como una
especie de filtro que deja pasar solo las micromoléculas. El
capel de las ernzimas de la pared celular es precisamente el de
asegurar la penetracidn de los materiales hidrolizables, asi
como la vutilizacidn  de las respectivas fuentes de carbono
{invertasa, fosfatasa, peptidasa... etc).

2.~ La Membrana Citoplésmatica. Rodeando al citoplasma e
inmediataments debajo de ta pered celular, esta la membrana

citoplasmatica; formada por tres capas muy delgadas constituidas

por fosfolipidos, proteinas y polisacaridos.



El papel de esta membrana es el de controlar el movimiento
de las sustancias contenidas en el medio exterior bhacia el
interior de la célula vy viceversa. Por un lado, permite el paso
de los alimentos del medio exterior hacia los sitics de
asimilacidn: iones, azdcares, aminocdcidos, vitaminas, etc. FPor
ogtro ladao, controla la liberacién, al medic exteriocr, de los
productos del metabolismo, come el etamncl y uma gran cantidsd de
sustancias excretadas durante la fermentacidn. Estos cambiocs
cerntinuos entre la levadura vy su medlio se efectdan por medio de
sistemas transportadores. Confieren a la membrara citoplasmatica
las propiedades de un filtro muy selectivo.

— El citoplasma y sus organulos u organcides:

Por lo general el citoplasma ocupa la mayor parte de la
celula. Parece relativamente denso. Esta compuesto par
sustancias proteicas de base, en las cuales estan inclu:ides

clerto numero de aorgénulos. El citoplasma es =

[oom

lugar principgasl
de la actividad celular. Contiene enzimas solubles, que
intervienen en particular en el proceso de la glucolisis.

Se distinguen los siguientes orgénulos principalmente:

l1.— Los Ribosomas; 2.- Los Granulos de Glucdgeno: 3.—- Las
Yacuolas; 4.- Las Mitocondrias (RIBEREAU-GAYON, J.,1989) . Vamos
a desentrarar cliertos aspectos de ellos.

l1.- Los Ribosomas de las levaduras son  organulos gue &l
microscoplo electrdnicao aparecen expandidos en la masa del
citoplasma vy & veces unidos a las membranas del R.E.R. 5Su
constitucidn guimica esta formada por partes lgu&aies de
proteinas y de acidos nucleicos, (RNA). Son el asiento de las

sintesis de proteinas.



2.~ Los Granulos de Glucdgeno; polisacdrido bastante
parecido al almidon de las plantas, puede existir en casi todas
las levaduras, salvo en algurmas apiculadas; en determinadas
condiciones, puede constituir hasta el 40% de su materia seca.
ARparece al comienzo de la fermentacidnm en forma de pecuenas
mancnas de contarnos regulares diseminados en el citoplasma, gue
terminan por confluir rapidamente en unsa gruesa masa que
desplaza vacuola y nucleoc hacia la periferia. El glucdgenc
cesaparece poco a poco al final de la fermentacién. Cuando la
levadura esporula se acumula en las ascas y las ascosporas 1o
absorben durante su maduracidén. Constituye una sustancia de
reserva.

Otros productos de reserva encontrados en ciertas especies,
son los  lipidos, presentandose en forma de granulaciones en el
citoplasma. Estaos puntos refrigentes se aobservan muy bien  ati
microscopio en las levaduras micodérmicas que se desarroclian en
la superficie del vino.

3.~ Las Vacuoclas se presentan como organulos de forma
irregular, limitados por una  sola membrana semipermeables. El

citoplasma de las levaduras Jjdvenes encierra una sola vacuola,

s1 las ceélulas son esféricas o elipticas cortas, y dos vacuolas

si las celulas son alargadas. En este ultimo caso, las vacuoclas
se situan respectivamente en cada polo y entre ambas se
encuentra el nacleo. Estas vacuolas, que desempenan un

importante papel en los fendmencs osmdticos de la celula,
contienen diferentes sustancias, sales, acidos, azucares,
protidos, etc.

Durante la fase del crecimiento del jugo wvacuolar es fluido



y nNo contiene elementos estructurados visibles. En las células
viejas, la vacuola presenta gldbulos constituidos pot
nolimetafosfatos, llamados corpusculos metacromaticos; Y
nolifosfatos llamados volutina.

También se encuentran alli lipidos y muchas enzimas
hidroliticas: proteasas, ribonucleasas, esterasas, etc. La
lecalizacidn de estas hidrolasas en las  vacuolas sugiere gue
estos organulcs son un lugar privilegiado donde se efectuan las
reaccignes de degradacidon. También son . el lugar de acumulacion
de 'las purinas, de cilertos aminodacidos, iones potasio y otros
materiales gque se almacenan alli antes de ser metabolizados.

4.- Las Mitocondrias, se presentan en marfologias
diferentes: esféricsa, en bastones o filiforme. La célula de
levadura posee una docena de mitocondrias gque tiemen tendencis a
ordenarse en contacto con el nucleoc.  Ricas =2n lipidos,
fosfolipidos y ergosterol, las mitocondrias contienen 4Acides
nucleicos diferentes de los del ndclec vy riboscomas. Contienen
enzimase respiratorias, citocromeos, flavinas, hierro vy cobre
implicados en los fendmenos respiratorios, cuando la levadura se
cultiva en anaerobiosis o en un medio desprovisto de estercles.

-.El1 Aparato de Golgi, es un  agregado de membranas vy
organizadas en dictiosomas gue se ven a menudo en ciertas
regiones de la celula. Se ha demostrado gue tiliene una conexion
directa con la sintesis de la pared celular de la levadura,
decreciendo rapidamente el némerc de dictiosomas con la
terminacidn de la pared celular.

~-.El Nucleo: es  voluminocso, facilmente visible en el

microscoplo dptico una vez terido {(Métodao Feulgen).



El nucleo estd rodeado por una doble envoltura, schre la
cual se pueden observar al microscopio electrdénico poros que
desaparecen y se vuelven a formar en puntos cualesquiera de esta
membrana nuclear. Estos poros permiten el intercambic de
moléculas con el citoplasma.

En el nucleoc durante la interfase se distingue: el nucleolo
vy el nucleoplasma.

El nucleolo contiene altas dosis de RNA., por 1o gue se tifs
de modo distinte al resto del nucleo. Es el lugar de la
acumulacidn  del RNA ribosdmico.

Por g1 contrario, el DNA se encuentra en estructuras. mas
complejas, en cromosomas, de los gue siempre hay mas de una por
niclec, Yy este DNA estd unidoc con proteinas basicas denominadas
histonas.

Los cromosomas tambien contienen peguena cantidad, pero muy
significativa, de RNA. Los cromosomas de las levaduras en reposc
réproductivo son muy delgadas y no se aprecian bienj; en cambic
durante la division mitotica del nucleo estan contraidos y se

hacen visibles (SUARREZ, J.,1290).

1.6.2. REPRODUCCION DE LAS LEVADURAS.

La reproduccidén es el proceso  por el cual un  nuevao
individuo identico al original adqguiere  existencia. Para la
levadura, esto significa la formacién de células nuevas por via
sexuada o asexuada a partir de las celulas vyva existentes
(RIBEREAU-GAYON, J.,1989).

1. Reprcduccidn Asexuada.

La reproduccidn asexuada, generalmente se efectda por



gemacidn mediante el brote de unas yemas.

El ciclo celular de las levaduras s .un procesc muy
ordenado e idéntico al ciclo celular de las restantes ceélulas
eucariotas, y en el suceden las siguientes etapas(RINE,J..1989):

La fase S, en la cual hay una sintesics de DNA. gue conduce
a la duplicacidn del material genético de la ceélula. Esta fase
estad separada de la fase M, donde ccurre la mitosis o divisién
nuclear, por dos espacios temporales referidos a Gl v G2
{fig.3). Convencionalmente, la posicidn de la cé&lula en el ciclo
puede ser determinada por el tamaro de la vyema. La salida de la
yema coincide con el inicioc de la replicacidn del DNA, la vyema
crece progresivamente durante G2 vy M, v la citocinesis o©
division celular, gue 1implica la formacidn de una membrana
separandoc las dos partes de la celula dividida. ocurre
inmediatamente al término des  la fase M vy al inicioc de la Gl,
produciéndose a continuaciodn la separacidn de las dos celulas
guedando independientes una de la otra. Durante la fase Gl las
decisiones en cuanto a la divisidn celular estan hechas. En esta
fase Gl, las celulas tienen disponibles alimentos v por tanto
aumentan de tamarno. S1 la célula es sutficientemente grande vy se
alimenta bien, posiblemente comience otro cicleo de divisidén
celular. Si la celula estad pasando hambre por falta de
nutrientes o no ha alcanzado el tamafo criticao, las celulas se
detienen en Gl. Ellas pueden permanecer en (Gl por periodos
largos de tiempo vy con muy poca pérdida en disponibilidad. Gi
ciertas celulas tiemen necesidad de nitrdégeno, entonces, ellas
abandaonan el ciclo celular en Gl v entran en . meigsis, =2n el

cual, provocan la esporulacidn.



Otro modo de reproduccidn asexual es por escisién binaria.
la celula madre se alarga vy el nucleo se estira vy se divide,
formandose un tabique gque separa en dos partes iguales a la
celula madre. Las dos células hijas resultante se separan Dor o un
desdoblamiento de la membrana, sin gue la forma general de 1la
levadura haya cambiado. Las dos células hijas son iguales cada
una con su  nucleo, vy aumentardn de tamado hasta alcanzar el
tamafio natural de las levaduras, formando nuevas colonias de
levaduras (SUAREZ, J.,1990).

2. Reproduccién Sexuada.

Cuando el medio en el cual se desarrollan se wvuelve
desfavorable para las levaduras espordgenas, dejan de
multiplicarse por gemacidn, pasandose en estas ocasiones a una
reproduccion sexual. La reproduccién sexual de levaduras es en
esencia similar a la de cualguier célula eucariota comc oseodemos
ver en la ilustracion de la figura 4 (RINE, J.,1989).

Las celulas haploides son de dos tipos para 21
apareamiento, a y/o «. Las células de cualquiera de 1los dos
tipos de apareamiento puede reproducirse  asexualmente nor
gemacion, pero cuando dos células de apareamientos opuestos
contactan, las celulas se funden para formar un zligoto. Esta
celula diploide puede ademas reproducirse asexualmente por
gemacion. No obstante, la célula a/a tiene la capacidad Unica de
responder a la necesidad de nitrdgeno, sufriendo una meiosis vy
esporulacidn cuando les nutrientes estdn de nuevo disoonible,
las esporas germinan y vuelven a entrar en el ciclo mitdtico. £1
aspecto mas importante del ciclo de wvida de la levadurs @25 ~Sus

los cuatro productos de una meicsis simple estan empaquetados en



el interior del mismo asca. Cada espora en el asca puede estar
separada de la otra y crecer dandc una colonia independiente gue
muestra sus propiedades.

No todas las levadursas esporulan e incluso entre especies
que espeorulan no. todas las celulas de wun mismo cultive
esporulan; aun en los casos mé&s- favorables a la esporulacidn no
hay mas que una pegquena proporcidn de . levaduras gue ==
transforman en ascas.

La esporulacidn exige, ademas de las reservas cslulares
suficilentes, condicieones fisicogquimicas bien determinadas:vuna
humedad y temperatura conveniente, un medio nutritivo pobre vy
sobre todo la presencia de oxigeno. Es por esta dltima razén que
la esporulacidn se efectus adecuadamente méds que nada en la
superficie de los medios nutritives sdélidos. En las condicicones
habituales, las levaduras no pueden esporular en el vino: las
levaduras llenas de granulaciones que se abservan en la borra
sgn viejas o estan muertas, no son levaduras esporuladas.

l,a forma de las esporas  varian segun la especie de
levadura: es esférica, con pared lisa o verrugosa, remiforme,
fusiforme, hemisférica, en forma de csombreroc., etc. (RIBEREAU-

GAYON, J.,1989).

1.6.3. COMPOSICION QUIMICA DE LAS LEVADURAS.

Las levaduras tienen una compcsicidn guimica muy variable
segqun  las especie vy el medio de cultivo:; esta composicion
oresenta interés por mostrar la importancia de las cantidades de
sustancias del mosto oque las levaduras pueden fijar vy exportar,

sspecialmente en 1o gque concierne a las sustancias minerales vy
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nitrogenadas. Las levaduras contienen como términgc medio el 75%
de agua y el 237 de materias seca (RIBREREAU-GAYON, J..,198%9).

Esta dltima se constituye aproximadamente asi:

— Sustancias miherales S a 10%.
- Blucidos 23 a 50%4.
- Nitrdgeno 4,8 a 12%.
- Protidos (Nx&6,23) 30 a 75%.
- Lipidos 2 a 3%,
Las levaduras encuentran todcs estos componentes en

cantidad suficiente en el mosto.

Las fracciones principales de las sustancias minerales saon
el acido fosfdrico (alrededor del 30%) y el potasic (aprox.25%).

Los glucidos de las levaduras  estan compuestos por
polisacaridos v glucdgeno. Los prétidos varian a la inversa de
la tasa de glucdgeno; un fuerte porcentajs de nitrdgenc s=  da a
la par de un fuerte tenor de cenizas. Las levaduras contienen
todos los aminodcidos indispensables.

Las formas de Nitrdgeno purico y pirimidico, constituyentes
de los acidos nucleicos de lag  levaduras representan

respectivamente el 8 vy 8l 4% de la totalidad del Nitrdgenc.

1.6.4., METABOLISMO DE LAS LEVADURAS.

£1 metabolismo de las levaduras, al carecer de clorofila.
no pueden realizar la sintesis de los bhidratos de carbonao, sino
que tienen gue tomarlos del medio donde se desarrvrollan, en este
cazg del mosto.

Para su respiracian, las levaduras pueden coger e] oxigeno

del alre, resplracitn aercbia o bien de una sustancia donde se



encuentre combinadao, respilracidn anaerobia, en este caso, de locs
azucares.
En la respiracidn aerobia, se produce combustion total de

los azucares en anhidrido carbénico y agua, con fu

D
3
t+
D

desprendimientec de energia segun (IBAR, L.,1980):

G H.0, + 60, = 6C0 , + 6H,0 + 647 calorias.

En ésta se reproducen rapidamente las levaduras con  poco
consume de azucary 1 g de levadura solc puede transformsr 4 g de
azducar.

En la respiracidon anaerocbia, la combustidn es incompleta,
s6lo se produce alcohol vy anhidrideo carbdérnico con  menos
desprendimiento de energia (IBAR, L.,1980):

G H,.0,= 2CH;~-CH ,0H + 2C0, + 33 calorias.

En esta resccidon, basta 1 g de levadura para transformar
100 g de azicar.

Los disacaridos, como en 1 caso de la sacarogsa gque =2sta
formada por la unidn de la glucosa vy la fructosa, tienen que
sufrir wuna hidrdlisis bajo la accién de la enzima unida a las
levaduras, dando lugar & los dos monosacdridos antes indicados,
sobre los gue actuaran las levaduras produciendo la fermentacidn
alcohdlica.

El nitrdgeno precisc para la formacidn de las proteinas
celulares lo encuentran en el mosto en forma de proteinas, las
cuales deben ser degradadas a amingdacidos para gue  puedan ser

asimilados. Ademas del oxigeno procedente de los azldcares,

Pt

as
levaduras precisan del oxigeno libre para poder desarrollarse,

actuando como acelerantes de su procesc metabdlico.



1.6.3. CRECIMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS.

El crecimiento de las levaduras, como el de todos los
microorganismos, estd condicionado por una serie de factores.
Las levaduras no puesden vivir y desarrollarse mas gque en
condiciones determinadas. Son muy sensibles  a las condiciones de
alreacidn vy temperatura; manifiestarm necesidades nutritivas
precisas en alimentos carbonados, nitrogenados, minerales vy
exigen ciertos factores de crecimiento.  Se llama "factor
limitante” a todo factor o condician cuya o ausancia o
modificacidn  acarrea la detencidn del crecimiento. &1 se
siembran algunas. levaduras en un medio de cultive conveniente,
gstas se multiplican hasta el agotamiento del factor limitante

{del azucar, por ejemplc) o hasta el momentoc en que un factor

limitativo alcanza un valor critico ({(concentracion de alcohol
producide, por ejemplo). Ese fendmenc se desarrolla pasando por
diferentes etapas que teoricémente son las siguisntes (fig.3)

(RIBEREAU-GAYON, J.,1989):

Primera fase: DE LATENCIA.

Durante esta fase, la  tasa de crecimiento (es decir, el
namero de divisiones celulares por unidad de tiempol es nulajg
las ceélulas utilizadas para la siembra deben adaptarse a ese
nuevo medio a, si  son viejas, reconstruilr su potencial
enzimatico.

Segunda fase: DE ACELERACION.

Al iniciarse el crecimiento, los microorganismos comienzan
a4 multiplicarse. Scbre el gréafico S la curva de crecimiento,
hasta agqui paralela al eje de abscisas, adqguiere una  forma

concava ascendente.



Estas dos primeras fases son facultativas, y tanto méas
cortas cuanto mas favorables son las condiciones del
crecimiento.

Tercera fase: EXPONENCIAL O LOGARITMICA.

La tasa de crecimiento es constante y mdxima, 1la mortalidad
nula. La curva es exponencial, lo que se traduce en coorcenadss
semilogaritmicas por una recta. El numero de las levaduras vivas
es identico al de las células totales.

Cuarta fase: DE RETARDO.

Uno de 1los factores esta casi agotado o tiende hacia su
valor criticoc; la tasa de crecimiento disminuye; la curva =se
inclina hacia abajo.

Quinta fase: ESTACIONARIA.

Uno de los factores limitantes esta agotado o llegd a su
nivel critico: la tasa de crecimiento se hace cero. Griaficamente
la curva se vuelve paralela al eje de abscisas. La poblacidn
permanece estacionaria en un lapso mas o menos largo, segun las
condicicones experimentales y el microorganismo implicado.

Sexta fase: DE DECLINACION.

La tasa de crecimiento se hace negativa. La poblacidn
decrece. Las celulas mueren. Liberan productos de excrecisén, se
autolisan, se disuelven de alguna manera en el medio liberandao
suse componentes, gque por otra parte son retomados por o los
microorganismos aun  vivos que los uwutilizan para scbrevivir,

hasta la extincidn total.



1.7. DIFICULTADES EN LA CLASIFICACION DE LAS LEVADURAS Y

NOMENCLATURA.

La descripcidn de casi 4000 = especies de levaduras
diferentes dificulta a 1la hora de identificar las especies
encontradas.

Ademas, los nombres de levaduras han cambiadc tam a menudo
gue es muy dificil conocer, para los nmo taxonomistas, qué clase
de levadura se remite en las diferentes clasificaciores
(BARNETT, J. A.,19%0).

- Zvgosaccharomvces fermentati (Naganisihi, 1928), por ejemplo,

fue cambiado por Saccharaomyces cereviseae, por Lodder & Kreger-—

van Rij, en 1932, volviendo al nombre de Zvgosaccharomvcoes

fermentati por Kudriavzev en 1954; pasa a Saccharomyces montanus

por Phaff, Miller & Shifrina en 195&; a Torulaspora manchurica

(Van der Walt & Johannsen, 1%73) y finalmente regresa de nuevo a

Zygosaccharomvces fermentati (Van Arx et al. 1977). De acuerdo

con Ernst Mayaor (1989), el desorden que resulta de estos
cambios, no ayuda al estudio de las levaduras. Algunas de las
etiquetaciones de la nomenclatura de levaduras, provienen de
confundir la taxonomia con estudios evolutivos. Cada vez hay una
idea nueva Tformuladas sobre las antiguas o ancestrales relaciones
de algunas levaduras, sus nombres han cambiado.

El principio de Pitter Miller, 1970, adheridc al famoso
dictamen de Mayor, 1942: "Las especies son grupos  de actual o

potencial creacidn de poblaciones naturales, las cuales estar

f

aisladas reproductivamente de otros grupos semejantes”. Est
principio ha limitado 1a aplicacion  para clasificar 1las

levaduras, ya que en muchas levaduras solo se conoce la
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reproduccidén  asexual y muchas variedades son fértiles por si

mismas.

1.7.1. CLASIFICACIONES OBJETIVAS.

Durante algunos afRos, decisiocnes intuitivas vy subjetivas
han sido predominantes en la clasificacién de levaduras. No
aobstante, desde los progresos. en la taxonomia numérica de
bacterias, algunos taxonomistas de levaduras han intentado
introducir una mavor objetividad en su  practica. Han sido
tomadas medidas de similitudes y diferencias entre las numerosas
variedades, analizando cuantitativamente los resultados de
muchos test. Qtros taxonomistas han deseado basar su
clasificacidn en la capacidad de intercrecimientoc (Johannsen &
Van der Walt 1978) o complementariedad en las secuencias de DNA
{Mayor & col. 1978).

Peroc como se ha podido comprobar en distintas ocasiones,
hasta estas dos proposiciones "objetivas' pueden dar resultadcs
canflictivos. Esto no deberia provocar sorpresas va gue los dos
tipos de clasificaciones estan basados en diferentes

caracteristicas, fenotipicas y genotipicas {BARNETT, J.A..1990).

1.7.2. RAZONES PARA UNA CLASIFICACION.

lLa mavoria de las persanas que estan trabajando cCon
levaduras necesitan wuna clasificacidn estable; por razones
anadlogas a aguellas que reguieren nombres geograficos estables.
No obstante, mientras es fdcil condenar a los taxonomistas de
levaduras, par aparente desprecio a esta necesidad, a2g

importante entender que las razones fundamerntales para lcs
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cambios que ellos hacen no son sclamente de simple aplicacidn.

Hay tres razones respetables para cambiar 'los nombres
taxondmicos de las levaduras (BARNETT, J.A..1992):

18.-Una levadura que 1inicialmente haya side inadecuadamente
descrita o nombrada.

22 .-Nuevas observaciones importantes hechas  sobre la
levadura.

J2.-Un nombre legitimo puede ser encontrado para una
especie de levadura, desplazando al nombre usualmente utilizado.

Muchos cambios de nomenclatura han sido asociados a cambios
en las ideas de los taxcnomistas, sobre el criterioc que deberia
ser usado para delimitar las especies. En un principioc, estos

criterios eran aquellos de caracteristicas fenctipicas, tal

como; aspecto al microscopic y  la capacidad de wusar ciertos
sustratos. La comprensidn de que las caracteristicas
nutricionales sean sumamente mutable, las ha hecho, que

parezcan, recientemente, caomo un griterio insatisfactoric para
dividir especies. Por tanto, para aquellas levaduras a las gue
pueda ser aplicada la infertilidad, generalmente, ha <sido
considerado coma un crit2rio mas a:eptable. Tal criteric es
consecuente con la sastenida opinién de gue la clasificacidn
debe reflejar, en la medida de lao posible, las relaciocnes
evolutivas entre las levaduras. Desde este punto de vista., los
cambios de nomenclatura asociados con recientes progresos  en
biclcgia molecular son reconocidos, tal gque, cuanto. mads cercana
sea la relacidn, mds secuencias de bases seran comunes. Usando
el criterioc de treascociacidn, ge simples hebras de DNA nuclear

fragmentado y desmnaturalizado, de diferentes variedades o razas,



aquellas con aproximadamente un - 80Y% de secuencias de bases en
comun, han sido consideradas como pertenecientes a la -misma
especie. No abstante, el analisis de la reasociacion de DNA de
una parte y la fertilidad por otra parte, no siempre conduce a
las mismas cenclusiones sobre las relaciones. Aungue 1los métodos
d= bioclogia molecular y genéticos, puédan proporcicgnar medidas
del numero de diferencias mutacionales entre levaduras, aceptado
como Criterio taxondmico, estos esitudios no dan  informacion
sobre genealogia. Esto es por lo gque dos especies A& vy B, gue se
separan antes en la evolucidn gque A y C vy sin embargo, oueden

tener menos diferencias entre ellas gque A y C.

1.7.3. CARACTERISTICAS USADAS EN LA CLASIFICACION DE LEVADURAS.

oot

Las principsles caracteristicas usadas para clasificar las
levaduras son (BARMETT, J.A. 1990):

—-.Aspectos macroscopicos de las colonias.

~.Aspectos microscopicos de las ceélulas.

—~.Modo de reproduccion sexual.

-.Ciertsas actividades fisioldgicas, especialmente las
nutricionales.

—.Algunos rasgos bioguimicos.

-.Las comparaciones de los genomas en término de secuencias
de bases, por la reasociacidn de DNA-DNA o DNA-RNA.

Los taxonomistas examinan lasg células de levaduras
microsctpicamente y consideran sy tamasrc vy forma, como  se
reproducen vegetativamente (par gemacidn multilateral, bipolar o
simple, por fisidn o formando filamento)l v la forma, =siructura

vy modo de formacidn de ascosporas vy teliosporas, si alguns de
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estas se encuentran. La forma de las ceélulas a menudo indican el
modo de reproduccién vegetativa.

Algunas levaduras se reproducen sexualmente por ascogporas;
otras por teliosporas e incluso por basidios.

Las caracteristicas fisioldgicas usadas para clasificar

levaduras son principalmente las siguientes (BARNETT, J.A.1990):

-.bLa habilidad para "fermentar” algunos azucares
semlanaerdbicamente; para crecer aerdbicamente cen o varios
componentes, c<cada uno Ccomo  una unica fuente principal de

cualguier carbono o nitrdégenc (test de asimilacion), para crecer
en la presencia de un 50-60%Z (w/v} D-glucosa o un 10% (w/v)
NaCl+3% (w/v)(D—glucosa, para crecer a 378C., etc.

~.Estudio de ciertos caracteres bioguimicos también pueden
influir en decisicnes taxonémicas, por ejemplo: la estructura
gquimica de las paredes celulares, particularmente, de los

mananos de la pared.
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1.7.4. CLASIFICACION DE LAS LEVADURAS SEGUN

KREGER-VAN RIJ

1987.

- Fungil (Reinoc)

- Eumycota (Divisién)

- Ascomycotina (Subdivisidan)

- Hemiascomycetes (Clase)

— Endomycetales (Orden)

- Spermophthoraceae (Familia)
Holleva

Nematospora

- Saccharomycetaceae (Familia)
- Schizosaccharomycetoideas (Sub-familia)

Hasegawaea

Schizosaccharomyces

—Nadsonioideae (Sub—-familia)

Hanseniaspora

Nadsonia

Saccharomycodes

Wickerhamia

- Lipomycetcideae (Sub-familia)

Lipomyces

Waltomyces

- Saccharomycetoideae (Sub-familia)

Ambrosinzyma

Arthroascus

Arxigzyma

Botrycascus

Citeromyces
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Clavispors

Cyniclomyces

Debharvomyces

Dekkera

Dipodascus

Endomyces

cndomycopsella

Galactomyces

Guilli=rmondella

Hansenula

Hormoascus

Hyphgopichia

Issatchenkia

Kluyveromyces

Lodderomvces

RPachysalen

Pachvtichospora

Pichia

Saccharomyces

Saccharomycopsis

Schwanniomyces

Sporopachydermia

Stephangascus

Tarulaspora

Wickerhamiella

Willicpsis

Wingea

Yarrowia



Zigoascus

Zygosaccharamvees

Zygozyma
- Basidiomycotina (Subdivisidn)
Ustilaginales (Orden)
Filocbasidiaceae (Familia)

Chionosphaera

Filobasidiella

Filobasidium

Tremellales (Orden)
Tremellaceae (Familia)}

Holtermannia

Tremella
Levaduras formando Telicsporas

Cvstofilobasidium

Leucgsporidium

Mrakla

Rhodosporidium

Sporidiobolus

No clasificado

Sterigmatosporidium

- Deuteromycotina {Subdivisidn}
Blastomycetes (Clase)
Cryptococcaceae (Familia)

Aciculoconidium

Candida

Crvptococcus

Eenigslla



Fellaomyces

Geotrichum

Klgeckera

Malassezia

Mastigomyces

Myxozyma

Qosporidium

Phaffia

Rhodotorula

Saitoella

Sarcingsporon

Schizgoblastosporion

Sterigmatomyces

Sympodiomyces

Trichosporon

Trigoneopsis

- Sporobolomycetaceae

Bensingtonia

Bullera

Fibulobasidium

Sporobolomyces

(Familia)
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1.7.5. CARACTERISTICAS DE LOS GENEROS ENCONTRADCOS.

— CANDIDA (166 especies). Berkhout.
Células vegetativas: celulas gemando, algunas veces
pseudaohifas septadas.
Reproduccidén sexual: No se da.
Fisiologia: Fermentacion +/-
Nitrato +/-

Hidrolisis urea -

DBB -
Comentario: este género esta restringido al grupa de
levaduras asexuales, con caracteristicas tipicas de les
ascomicetos, tal como doble capa de la pared celular. DBB- e

hidrolisis de la urea-.

Nota: DBB, es un test para ver si reacciorna con aminoacidos
aromaticos, residuales de proteina cambiando de color. E1 nombre
es Diazonuim blue B test.

Referencias: Berkhout 1923; Kreger-van Rij 1984, $.383, vy

Weijman et al. 1988.

KLOECKERA (1 especie). Janke.
Celula vegetal: gemacidn polar, en forma de limén o células
ovaladas, raramente pseudomicelio.
Reproduccidn sexual: No se concce.
Fisioleogia: Fermentacidn +
Nitratos -
Hidrolisis de urea -
DBB -

Comentario: Se ha comentado los estados asewxuales de
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Hanseniaspora vy Wickerhamia. Kloeckera lindneri es la dnica

especie de este género que no se ha descrito el estado asexual.

Referencias: Janke 1928: Mayer et al. 1978.

PICHIA (95 especies) Hansen.
Celula vegetal: células en gemacion, usualmente
pssudomicelios, ocasionalmente hifas septadas. |
Reproduccidn sexual: asca, con 1 a 4 ascosporas
(ccasionalmente hasta 8) vy con forma lisa, circular., en forma de
sombrera o de saturnao.
Fisiologia: - Fermentacidn +/-
- Nitrato -
- Hidrdlisis de urea -
- DBB -
Referencias: Hansen 1204, Kreger Van R1j 1984, 0.2%93,

Kurtzman 1984 b.

RHODOTORULA (34 especies) Harrison.

Celula vegetal: ceélulas gemando.
Reproduccidn sexual: ninguna.
Fisiologia: - Con pigmentos carctencidos. Colonias de
color rosa, rojo,...
- Fermentacidn -
- Inositol +/-
- Nitrato +/-
- Hidrdlisis de urea +
- DBB +

- Produccién de almidan  +/-
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- Xilosa no es un componente en los
polisacaridos de la célula.

Referencias: Harrison 1227; Yamazaki & Komageta 1981;

Weijman et al. 1988.:

SACCHAROMYCES (10 especies). (Mayver ex Reess).

Reproduccidén vegetativa por células en gemaciorn: algunas
veces pseudomicelio. Celulas esféricas, elipsoidales,
cilindricas o alargardas. fNunca forman  micelios verdaderos,
aungue si pueden, algunas veces formar pseudomicelios.

Reproduccidn sexual: Asca persistentes; cada una formada
directamente de una celula diploide, con 1 a 4 ascosporas
(ocasionalmente mas) lisas, esféricas u ovaladas.

Fisiolocgia: Fermentacidn +

Nitrato -
Hidrolisis de urea -
DBB -

Referencias: Reess 1870; Kreger-van Rij 1984, p. 379;

Vanghan Mortuii & Martini 1987; de Hoog et al. 1987.

Nota: Saccharomveces bayanus, Saccharomvces cerevisese,

Saccharomyces paradoxus y Saccharomvces pastorianus, solo pueden

ser distingquidas unas de otras midiéndoles 1z reasgciacidn de

CNA, entonces metemos todas estas especies en Saccharomyces

cereviseas.

TORULASPORA (3 especies) Lindner.

Celula vegetal: ceélulas en gemacidn, ni hifa.

Reproduccion sexual: Ascas persistentes, con 1 a 4
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ascosporas circulares;
{célula hija)

Fisiolog:ia:

Fermentacidn

usualmente hay conjugacion entre

y la celula.

+

Nitrato -

Hidrdélisis de urea

DBB -
Referencia: Lindner 1904; Van der Walt & Johannse
Kreger—-van Rij, 1984, p.434.
ZYGOSACCHAROMYCES (8 especies) Barker.
Célula wvegetal: celulas en gemacion, alguna
pseudomicelio.
Repnroduccidn sexual: Asca, formada por ~ conjug
celulas, cada una con 1 a 4 ascosporas esfericas u ovala
Fisiologia: Fermentacion +
Nitrato -

Hidrolisis de urea

DBB -

Referencias: Barker 1901 a,b; Kreger
1984, p.44%9.
1.8. LA FERMENTACION ALCOHOLICA.

El proceso de transformacion de los azucares de
alcohol con desprendimiento de gas carbdnico es muy
nues se forman una serie de cuerpos intermedios come
piruvico, 21 etanol o acetaldehido, eic. y tambien se
conjunto de sustancias secundarias que acompana
fermentacidn alcoghdlica, como son la glicerina, e
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acetico, alcoholes superiores, diacetilo, etc.

Este procesoc es exotérmico vy esta es la razon por la que se
.eleva la temperatura de los mostos en fermentacidn. Las burbujas
gue se observan en la superficie de un mosto gque fermenta son
debidas simplemente al desprendimiento de gas carbdnico gque se
produce (PEYNAUD, E.,1%89).

Los  agentes de 1la fermentacion son las  levaduras. La
levadura se encuentra adherida al hollejc de la uva, a la cera o
pruina gque recubre la piel o cuticula. Esta levadura pueces estar
en forma de vida mas o mencs  latente, incluse e2n forma des
espora, revitalizandgse y multiplicandaose cuando entra en
contacto con el mosto. Para que la fermentacidn se aprecie
claramente, es necesario que actue un elevado numersc de
levaduras, y por esto la primera funcidn gue tiensn gue realizar
es la multiplicacidn, =s decir, la produccion de sucesivas vy
miltiples generaciocnes de levaduras para aumentar rapidamente el
numero de individups.

Esta primera fase de multiplicacicon de la levadura es
aerobia, necesita oxigeno, por lo cual los mostas deben de ser
ligeramente aireados para facilitar este primer proceso. Sin
embargao, el proceso de la fermentacidn alcohdlica es anaerocbio.
El propic gas carbénico que se desprende y burbujea a traves del
mosto, elimine totalmente las trazas de oxigenc gue pudiera
contener (SUAREZ, J.,1990).

Hay multitud de cepas de levaduras. Las més importante en

la fermentacidn alcohélica pertenecen al géneroc Saccharomyces.

Tambien hay otras levaduras que no son convenientes para @ la

correcta fermentacidn alcohdlica, son por consigulente
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indeseables.

Para gue se inicie la fermentacidn alcohdlica y para gue
ésta evolucione normalmente, es preciso gque el mosio cumpla una
serie de condiciones respecto a temperatura, pressncia de
levaduras, pH, presencia de amincdcidos vy vitaminas, etc. Cuando
estas factores vy sustancias no cumplen los limites aceptables,

entonces se produce la inhibicidn de la levadura, es decir, la

fa

po]

ta de arvanque de la fermentacidn o bien su paralizacidn.

T

Para resolver estos problemas es necesaric restablecer los

C

indices normales de estos factores v aportar levaduras en plena
actividad (pie de cuba), para que 1inicie o recstablezca el
procesao fermentativo.

ta  fermentacidén alcohdlica provoca ademds una serie de
fendmenos colaterales y simultaneos, entre los gue debemocs
destacar los siguientes:

El aumento progresivo de la graduaciéh alcohdlica determina
la insclubilizacidn o precipitacidn de wuna parte de los &cidos
del vino, en forma de sales. Asimismo la constante elevaciodn del
grado alcohdlico va dificultando el trabajo fermentativo de las
levaduras, decayendo el ritmo de transformacidn de azdcar en
alcohol a partir de cierta graduacidn. Podriamos decir de forma
grafica que a partir de cierto grado de alcohol la levadura se
fatiga, frenéndose la velocidad del proceso v dando lugar al
comienzo de la fermentacidn lenta.

Hay cepas de levaduras excepcionales, 2n algunas zonas
vitivinicolas donde 1la uva alcanza riqueza de azlcar muy elesvada
que son capaces de remontar facilmente los 138 ¢ 1468 de alcohol,

e incluso se dan casocs en gue se superan los 172 de alcohol por
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fermentacidn natural.

1.8.1. MECANISMO QUIMICO DE LA FERMENTACION ALCOHOLICA.

Camo primer estadio quimicoc de la férmentacién alcoholica
lo constituye el cenjunto de reacciones seriadas gue da acido
pirdvico. Con posterioridad las células de levaduras actuan
sogbre el &cido piruvico descarboxildandolo por  la piruvato
deshidrogenasa y transformandolo en acestaldehido o estanal gue
finalmenté gs reducidao a alcohol, merced a la alcochol-

deshidrogenasa en presencia de NAD reducido (SUAREZ, J., 1990):

Piruv. Descar. Alcoh. Deshid.
i H
CH,-CO-CO0H ===—- R CHCOH —————— 7 = CHy —CH [H
] K >
H Co . i NADH, NAD i
A. Piruvico Acetaldehido Etanol
No todas las moléculas de azucares del mosto wvan a

descaomponerse en dos moléculas de etancl y otras dos de C0O. por
molecula de glucosa metabolizada, sinoc gue dependiendo del
oropio metabolismo de las levaduras fermentativas, un
determinado numerc de moléculas dé azucar van a ser degradadas

mediante fermentacidn gliceropiruvica.

GLUCO5A = GLICERINA + AC. PIRUVICA.

La fermentacidn gliceropiruvica se lleva a cabo a sxpeEnsas

de la reduccion de la dihidroxiacetona-fosfato resultante de la
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rotura de la fructosa 1-6 difosfato (SUARREZ, J., 19%90).

CH, OH NADH NAD CH, OH
§ i 1 |
co — -— ———» CHOH

dporas

CH, -0-P H O POH 5 CHOH
P~-dihidroxi- Glicerina
acetona

Los mecanismos bioguimicos de la fermentacidn alcohdlica vy
gliceropirivica estadn estrechamentes relacionados.

La fermentacidn gliceropiruvica vy en . consecuencia la
formacion de la glicerina, predomina a principic del desarrcllo
de la levadura, pero aun en un peripdo de plena fermentacidn no
hay nunca fermentacidn alcohodlica pura.

Se calcula gue en la fermentacidn vinaria. alrededor del 8%
de las molé&culas de azdcar siguen la via de la fermentacion
gliceropiridvica y en .consecuencia 21 92% de la fermentacisdn
alcoholica propiamente dicha.

La fermentacidn gliceropirdvica surge ante la necesidad de
la reoxidacidn de NADH, ., pues de no ser asi la oglucdlisis se

detendra cuando todo el NAD presente en la cglula si hubiese

reducido. La confrontacidn de las fermentaciones alcohélicas v

gliceropiruvica nos muestra muy bien la competencia entre los
dos aceptaores de Hy, el acetaldehidoc por una parte v 1la
dihidroxiacetona—-fosfato por otra. El primerc es mdas facil de

reducir v es el qgue fija preferencialmente los ZH+ provenientes
de NADH,, cuando estos  dos cuerpos estdn en  concentraciones

egulvalentes. Pero si no hay  acetaldehido. gue es lo gue sucede



al principio del desarrollo de 1la levad

azucarado, entonces es la dihidroxiacetona-fo

de aceptor de H y &l mismo tismpo permite la acumulacion
acetaldehido, que servira para atraer a 1la fementa
alcohdlica propiliamente dicha.
ESGUEMA DE LA FERMENTACION ALCOHOLICA (RIBEREOU-GAYUON,
O Q
H,O
ct : »
GiGcosa l H
0  ~=me=-= CHOH CHOH ———————— -
Fruciosa glucdtisis |
CH,0-B® CH,O— l
gliceraidehido-3 :4cido fosfo-3 :
fosfato glicérico 2 |
NAO NADH, g I
e8!
. ,O |
COQ ~ l
I OH |
CH.OH C=0O
; ‘ .-
almhcldeshndrogenasa C H desarboxxlasa
~ {tiamina) CHy
alcp.hol aidAeh.tdo écido pirGvico
etilico acitico.

ura en un

sfato la

Figura 15.12. Esquema de la fermentacién alcohélica.

ESGUUEMA DE LA FERMENTACION GLICZCEROPIRUVICA (RIBEREAU-GAYON,
19891}
C”O HQO . jo _"‘ ,o .
¢ | H - \ ' | on | “on
CHOH —— ey Cm() —-»-Productos
l glucdlisis ! secundario:
CH,0-(®) . CH,0-(B®) CH,
gliceraidehido-3 4cido fosfo-3 dcido *
Glucosa fosfato NAD NADH, glicérico pin}vico.
o < +
. Fructosa NADH2
. H,0 H,PO,
%HQOH ?H,OH CH,0H
C=C CHOH OH
| . (‘:H |
\ CH:O" ® 20"@ CHQOH
dihidroxiacetona- éﬁcero-Z! glicarol
fosfato’ fosfato

Figura 15.14. Esquemade la fermentaci6n gliceropiriivica.
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1.8.2. COMPOSICION DEL VING.

El vino vya formado, y terminadas las fermentaciones tanto
tumultuosa como lenta, tendrd como componentes basicos el agus v
el alcohol etilico, éste Ultimo como resultante de la
fermentacidn alcohdlica de la glucosa, y también ctros muchos
componentes en cantidades variables, unas procedentes del mosto
vy gue continuan inalterables, vy otras procedentes de. diversas
fermentaciones, paralela a la alcohélica, producidas oor
diversos microorganismos, & partir de leos componentes del masto
o de las sustancias producidas en  las fases intermedias de la
fermentacidn alcahdlica.

Principales componentes del! vino (IBAR, L.,1980):

1.- Agua :

Se encuentra en una proporcidn del 70-9207% vy cuanto mas
maduro estd el fruto en el momento de la vendimia v mejores sean
las condiciones de fermentacidn, mayor serda la cantidad de
alcohol y menor la de agua. £l vine con una excesiva proporcidn
de agua es dificil de conservar y se agria con facilidad. E!
total de las sustancias contenidas en el vino se determina
evaparando 21 agua y el alcohol a una temperatura inferior a
100@C , obteniermdo el extracto seco.

2.— Alcohol etilico v otros alcoholes:

El alcohol et:ilico se encuentra en el vino en una
proporcion del 8-18%, ademas contribuve eficazmente en la
displucldn de los  otros compenentes del vino. Una concentracion
alcahdlica elevada impide el desarrollo de germenes - No
deseables, causantes ocasionales de las enfermedades del vinc.

La cantidad de otros alcoholes sn el vino, con una sola funcidén



alcohdlica (OH-), es del orden del 0,05-0,1%, siendo todos de
clor vy sabor agradable, por tanto, contribuyen a las bueras
caracteristicas organoclépticas del vino.

Existe una ssrie de polialcoholes, cde los gue el  mas
importante es la glicerina o© propanotricl. Es un alcohol poco
volatil, de sabor dulce, Y cuyo contenido en el vinmo oscilas
entre 0,1 y 0,2% en c.c., y proparciona una marcada suavidad.

3.—- Acidos:

A los acidos orgdnicos gue se encuentran en la uva, y gue
se encontrardn en el vino, deben afadirse los 4cidos producidos
en el vino en los diversos procesos fermentativos, generalmente
procedentes de la oxidacaidn del alcohol.

Derivan del mosto: el 4acido wmé&lico, el citrico v el
tartdrico. El citrico es pocé abundante, el malico se encuentra
en menor proporcion en el vino gue en el mosto vy sismpre =0
mayor cantidad en los vinos procedentes de uvas poco madutras, y
el acido tartdrico libre o sin sales (bitartratos) se encuentran
en menor proporcidn por ser insoluble en el alcohol.

Los acidos lacticos, succinico y acético son originados par
las distintas fermentacicnes aque tiemen lugar en el vino. El
acido succinico en una proporcidn del 0,05-0,1% contribuye a dar
sabor al vino.

La cantidad de &cido acético debe ser inferior a 0,13% para
gue no se considere picado.

La totalidad del acidc libre que contienes un vino recibe el
mambre de acide=z total y confiere al vinoyun pH=3,0.

4.- Aldehidos vy Esteres:

Los primeros son resultantes de la oxidacidn intermedia de
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los alcoholes, v 1los segundos de la combinacidn de los acidos
libres con los diversos alcocholes. Se encuentran en pegquefas
cantidades en el wvino. Ambos son  productos volatiles %
aromaticos gue influyen mucho en la calidad del vino.

5.~ Productos fijos:

Son los taninos gque dan consistencia,  pero un sabor
astringente al vino en una proporcidn del 0,04-4%; los azucares
{glucosa y fructosa) en proporciones variables vy las pectinas o
sustancias mucilaginosas.

6.~ Materias minerales:

Como elementos minerales se encuentram en el vino: potasio
y calcio, gue neutralizan los 4acidos y el fosforo en forma de
fostato de sodio.

7.— Vitaminas:

En el vino sdlo se encuentran las vitaminas hidrosclubles,
estando en mayor proporcion la vitamina Bl o Tiaminas 1a
vitamina B2 o Riboflavina v 1la B3 o acido Pantoténico, mas
abundante en el vino que en la uva, yva gue le producen ciertas
levaduras. También son importantes 21 4cido ascédrbico o vitamina

C vy la vitamina PP.

1.8.3. INFLUENCIA DE LOS AGENTES FISICOS EN LA FERMENTACION.

La iInfluencia del calor es muy importante en sl desarrocllc
de las levaduras vy, en consecuencia, en la marcha del proceso
fermentativo. Las levaduras son incapaces de desarrallarse a

temperaturas inferiores a los 1028C, pudiendo subsistir gracias a

fh

la gran resistencia de las ascosporas, que wviven sin

desarrollarse a temperaturas inferiores a los Q8LC.
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Segun la especie, la levadura tieme una’ tempefatura dptima
de desarrollo y una temperatura critica minima vy maxima, = por
debajo yv por encima de - las cuales no pueden desarrocllarse. Las
temperaturas dptimas se encuentran entre 25 y 308C, y las
temperaturas extremas som como minimo  46-98C y como maximo 432C,
en la gque pierden su facultad de multiplicarse (IBA&R, L.,1983).

Hay que tener en cuenta unos pardmetros caomo la velocidad

de fermentacidn vy el poder fermentativo. La velocigad de
fermentacidn (SUAREZ, J., 19%0) se refiers a 1la cantidad de
alcohol o CO, producides por unidad de tiempo v, en general, la

velacidad aumenta y l1la fermentacidn se acorta, con la elevacion
de 'la temperatura; pero cuando se alcanzan los  38-408C, se
convierte en factor limitante, la fermentacidn, no se produce
bien, pues a esta temperatura 1la actividad de las levaduras van
cesando, hasta paralizarse la fermentacidn, guedando parte de
lecs  azucares, sin  transformar vy en consecuencia, el . grado
alcohdlico alcanzado es inferior.

~.La influencia de la temperatura sobre el poder
fermentativo, medida por el porcentaje de etanol gque una cepa de
levadura es capaz de producir, es diferente. Cuando se fermenta
a temperatura baja o moderada, las fermentaciones son lentas,
pero el gradeo alcohdlico alcanzado es generalmente mayor gue a
temperaturas elevadas o superiores a los 308 ¢ 3I52C.

Los peligros de altas temperaturas de fermentacitén no solo
afectan al metabolismo celular de las levaduras vy en

consecuencia, a la disminucion del poder fermentativo, sino Que

ademas se ve favorecido 21 rango de temperatura oOptima de muchas

hacterias etimoldgicamente responsables de las slteraciagnes del
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vino;  se pierden aromas primarios procedentes de la uva, se
embastecen los vinos y también se pierde etancl por evaporaclion.

En forma muy general, puede decirse que para la obtencidn
de vinos blancos la temperatura ideal es 20-258C vy para tintos
es mejor de 23 a 30€C (IBAR, L.,1983).

Las temperaturas pueden regularse por el sistema directo de
enfriar el mosto mediante su ventilacidén, por la practics del
remontado o el empleoc de sistemas de refrigeracidn; o bien
indirectamente, frenando el desarrollo de 1las levaduras por el
empleo de inhibidores, el mds corriente es el gas sul furoso.

—-.La influencia de la aireacidn.

La velocidad de fermentacidn al comienzo depende
estrechamente de las condiciones de aireacion. Comienza mas

deprisa vy se desarrolla mds rapidamente cuando las levaduras

estdn mejor aireadas. Por tanto, es conveniente airear el masto
sano al maximo. Este limite superior coincidira con el limite de

sglubilidad de un gas {(oxigeno) en un liguido (mostao) vy que es
muy bajo. La saturacién del mosto en Dxigéno se alcanza muy
pronto.

La wutilizacidn de oxigeno  por las levaduras sélo tiene‘
lugar al comienzo de la fermentacidn. Una vez arrancada ésta no
necesita oxigenaciodn, va que si no se producira el efecto
Pasteur (inhibicidn de la fermentacidn) y se desviara el proceso
alcohdlico (SUAREZ, J.,1990).

-.La influencia de la écidez.

lLas levaduras no necesitan de la acidez para multiplicarse,
incluso fermentan mejor laos azucares en un medio neutro o poCco

acido. Trabajan mejor con un pH 4,0 que con un pH 3,0.
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Generalmente, cuando una fermentacién se detiene no se debe
a wuna falta de acidez, sino a un exceso de temperatura gue
asfixia a las levaduras. Pero sin embargo, una acidez debil
puede convertir en muy grave las consecuencias de esa detencion,
pues las bacterias productoras de enfermedades del vino se
desarrollan mas facilmente cuanto mas débil es el medio acido
del mosto (PEYNAUD, E.,198%9).

—-.Necesidades nutritivas de las levaduras.

A las levaduras les es totalmente necesario &encontrar
ciertos alimentos en el mosto, dqnde se desarrollan. Sus
necesidades de azdcar, de sustancilias minerales, son facilmente
satisfechas, pero los mostos estan pecr provistas de sustancias
nitrogenadas asimilables. |

Las levaduras de vinificacidm estdn constituidas por un 25
a un  &0% de materias nitrogenadas. Por lo tanto, para formar sus
células vy para reproducirse necesitan encontrar en el medis en
que 'viven suficiente nitrdgenc facilmente asimilable. En 346
haoras de fermentacidn las levaduras agotan literalmentes el
nitrédgeno asimilable del mosto, asi coma otros factores
nutritivos. El resto de la fermentacidn prosigue con  levacduras
Rambrientas condenadas a vivir de ellas mismas (PEYNAUD,E.1989).

Por tanta, las disponibilidades de nitrdgenc asimilable
resultan determinantes para la reproduccion de las levaduras, ls
velocidad de fermentacidén y la tolerancia al etancl, siendo el
balance fermentativo muy diversoc seqgun las formas de nitrdgeno
disponible y asimilable.

-.Necesidades en factores de crecimiento.

Las levaduras para desarrollarse necesitan tamblén de otras
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sustancias, factores de crecimiento, gque no son Ootra Cco0sa gue
vitaminas: biotina,  tiamina, acido pantoténico, minoinositol vy
nicotinamida.

Lta uva estd en las condiciones normales suficlientemente
praovista de los factores de crecimiento para asegurar una buena
multiplicacién de las levaduras. Pero a medida que el mosto
fermenta vy se suceden las generaciones de levaduras, los
factores de crecimiento se agotan y la facilidad de fermentacidn
disminuye.

Estas sustancias indispensables a las levaduras, sOn
activas en dosis extremadamente peqguera; algunas decimas o
centésimas de mg. por litro. La mds importante es la vitamina Bl
o tiamina. Los mostos de uva sana contienen de 0,1 a 0,3 mg/l.
Por el contrario, las sulfitadas, los mostos de uva podrida,
pueden carecer de dicha vitamina. La adicison de peguenas
cantidades gue no sobrepasa 0,& mg/l. activa considerablemente
la fermentacidn de esocs mostos pobres. y - los de una mayor
regularidad. Las levaduras resisten mejor las condiciones
defectuosas y apurardn mas la transformacidn del azucar.

Por tanto 21 contenido vitaminico tanto del mosto comc del
vino es de gran interes para el endlogo, asi comoc para el
consumidor, va gque contribuye a activar la fermentacidn = ademas

de definir el valor del vino como alimento (PEINARUD,E.,1989).



2. MATERIAL Y METODOS.

2.1. MATERIAL

2.1.1.MOSTOS SIN FERMENTAR Y EN DISTINTAS FASES DE FERMENTACION.

Los materiales con los que hemos trabajade han sido los
siguientes:
~-.Mostos recién elaboradoeos, sin  fermentar, obtenidos de
uvas de la variedad Zalema y recogidas las muestras a la salida
de la prensa de cinco bodegas de Bollullos par del Condadao
(Huslva).
~.Mostos en distintas fases consecutivas de fermentacidnm,
procedentes de las mismas bodegas: la primera muestra se tomd
cuando la fermentaciodn estaba en sus 1nicios, & cuarenta vy ocho
horas de la anteriocr; la segunda cuande la fermentacidén era
tumultuosa, 0 s2a a los seis dias de la primera; la tercera a
los nueve dies de la segunda, cuando la fermentacidn del mosto
practicamente habia terminado vy por Ultimo, un muestreoc sn  la
fase residual, previoc al embotellado o a la conservacion de

estos vingos.
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2.2. METODOS

2.2.1. METCODGOS DE CULTIVO DE LEVADURAS.

2.2.1.1. MEDIOS DE AISLAMIENTO.

2.2.1.1.1. MOSTO-GELATINA.

El medio de asislamiento de las levaduras se realizd
en medio Mosto-Gelatina, preparado con  los compuestos vy
cantidades que se indican a continuacidn:

i == o SOOCs .

Afgua-gelatina al 25% ... ........... 300cc.

Para su elaboracidén se procedid de la siguiente faorma:
se distribuyen 10cc. de mostic esteril en tubos de ensayo y se
esteriliza en autoclave a 1202C durante 20 minutos.

£1 mosto estéril anterior se siembra con un numero
determinado de asas del material en estudio, proporcionsl & la

cantidad de microflora existente en &1. Tras esto =& le arad

m

los 10cc. de agua gelatina liguida (23-302 C) yv el totsl del
liguido resultante de Z0cc. se vierte a una caja de petri

esteéril, dejandose scolidificar e incubandose a 208C.

2.2.1.1.2, VINO-GELATINA.

La composicidn de este medio es la siguiente:

MiNO tin it emt st i m e e s aacacnsanaens 500cc.
Agua-Gelatina al 253% ....... e SCOcc.
Para 1la elaboracidn del  medio vino—gelatina se

tomaron, con @ pipetas esteriles, 10cc. de los mencicnados vinos
estériles, procediendo a continuacidén de 1i1gual forma gue en =21
medio anteriormente descrito: se adaden 10cc. de agua gelatina

liguida vy el total del liguido resultante de 20cc. se vierte a



una caja de petri estéril, dejandose solidificar e incubar a

208C.

2.2.1.2. MEDIOS DE CRECIMIENTO Y CONSERVACION.

2.2.1.2.1. AGAR-NAGAI.

Como medio de crecimiento v de conservacién de las
levaduras utilizamos este media.

EXTRACTO DE LEVADURAS. ... .. ...... ... 2 g.

PEPTONA BACTERIOLOGICA. ...vvueu... 1,8 g
SULFATO DE AMONIO. s v v s e eeennnn. 1,5 g.
FOSTATO MONOPOTASICO. . v v e v ee e e, 1 g.
BLUCOSA .+ v vt e e et ee e e e e, 10 g
LYY 18 g.

A todo ello se le afade 1000cc. de agua destilada. Se
ajusta el pH a 35,5. A continuacidn se esterilizd en autoclave a
1202C durante 20 minutos y se deja enfriar hasta aproximadamente
302C. y entonces se distribuye y vierten 20cc. por caja de petri

estéril.

2.2.1.2.2. YEPD.

También lo hemos utilizado comc medic de crecimiento
y de conservacion de los cultivos de levaduras. Su compasicién
es la siguiente:

EXTRACTO DE LEVADURAS.............. 10 g.

PEPTONA BACTERIOLOGICA. - v eeernn... 5 g.
BLUCDS A e vt et e e e e e e e 10 g.
ABAR e 4 e e e et e e e e 20 g

Todo ello para 1000 cc. de agua destilada, se ajusta



el pH a 7,0. Se esterilizd en autoclave y se enfria a unos

5098C., virtiéndose 20cc. por caja de petri estéril.

2.2.1.3. MEDICS PARA ESTUDIAR LA MORFOLOGIA.

2.2.1.3.1. MORFOLOGIA CELULAR.

2.2.1.3.1.1. MEDIO YEPD LIQUIDG.

Se prepatra YEPD, pero sin agar, se reparte 30 ml.
de este medic en matraces de 250cc. de capacidad y se esteriliza
en autocclave. Se  inoculan, procurandoc tomar en cada Caso  una

sola colonia por placa de petri. Estos matraces inoculados se
colocan en un agitador durante dos dias a 252C y a 25 rev./min.,
para favorecer el crecimiento, mediante la oxigenacion del
medic. Este es el momento gque hemos elegido para el estudio de
la morfologia celular. Para ello se toma una o mads asa de este
medic inogulado y se vierte en un porta, colocandole E!
continuacidn un cubreobjeto. Una vez realizada esta preparacidn
se lleva al microscopio dptico con el fin de poder abservar vy
estudiar una serie de aspectos del microorganismo presente, asi

como;

1

Forma de la celula.

Floculacidn.

- Gemacidn.

2.2.1.3.2. MORFOLOGIA DE LA COLONIA.

2.2.1.3.2.1. MEDIO AGAR MORFOLCGICO.

AGAR MORFOLOGICO . s v v s e e evennes I5 g.
AGUA DESTILADA. o v v v e vnennn. 1000 cc.
BH e et et eee e 6,5-7,0.
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2.2.1.3.2.2. MEDIO WLN AGAR.

Es un medio muy complejo formado por los siguientes

compuestos:

EXTRACTO DE LEVADURAS......... 4,0 g.
TRIPTONA. ... v v v -\ e e ns e 3,0 g.
GLUCOSA. . .t iv i ee i enannas e-e. 20,0 g.

FOSFATO DIHIDROGENG

DE POTASIG. .t v i ee v v nnnsn 0,35 g.

CLORURD DE POTASIO.. . ..., 0,425 g

CLORURO DE CALCIO. ..o ... 0,125 g.

SULFATO DE MAGNESIO......... 0,125 g.

CLORURDO FERRICO.....cvvveun 00,0025 g.

SULFATO DE MANGANESO....... 0.0025 g.

BROMOCRESOL VERDE........... 0,022 g;

AGAR . L i it et e s e e 13,0 g.

ABUA DESTILADA. ...t inven.. 1000 cc.

El pH dehe estar entre 35,3 - 5,7. Este es un buen
medio para distinguir especies de levaduras, debido a la

morfologia y color que adquieren las colonlas gue forman dichas

levaduras.

2.2.1.4. MEDIO PARA LA ESPORULACICN.

EXTRACTO DE LEVADURA . c v v vvennanenn. 1 g.
BLUCOSA .+ v v e vt e eeeannenneaannns ... 0,5 g.
ACETATO POTASICO. v eeceenannnnns 10 g.
ABAR - e e e et e m et 20 g.
AGUA DESTILADA . ¢ v v evneareaeannns 1000 cc.

Este medio permite gue las levaduras que forman esporas
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las produzcan entre 7-15 dias.

2.2.1.3. MEDIOS PARA LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS.

2.2.1.3.1. MEDIO DE ASIMILACION DE NO,.

PEPTONA. .. .. ...... e m e e ee e 10 g.
CINS . sttt ittt s st e n e e sneennean 3 g.
NOs K in i et e e it s i e st s it s nnaennns 2 g.

Taodo ello para 1000 cc. de agua destilada v a

un pH de 7,0.

2.2.1.5.2. MEDIQO DE FERMENTACIGON (DE LOS AZUCARES)

2.2.1.5.2.1. MEDIC HUGH-LEIFSON,.

PEPTONA . ¢ ettt et e e e e e, 20 g.
ol N 0,3 q.
PO HK .+ v et et ee e e 0,3 g.
PURPURA DE

BROMOCRESOL & v v v v eveneeveenn 0,032 g.
AZUCAR . vt e e eenenennnn e 5 g.

Todo se anade a 1000 cc. de agua

mide el pH, cuidando sea aproximadamente 7,0.

destilada v se

Se esterilizd en autoclave, procurando enfriar con

rapidez, tras consumir los 20 minutos a 1208 C.,
el riesgo de que se caramelice el azucar.

lLos azucares que hemos uwutilizado

maltosa y sacarosa.

2.2.1.5.3. MEDIG 1D 32 C.

ID I2 C es un sistema compuesto
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asimilacidn estandarizados y miniliaturizados.

La galeria 1ID 32 C se compone de 32 cupulas
conteniendo cada una un substrato carbonado deshidratado. La
levadura a testar SEADDRE en  suspension en  un medio éintético
semisdlido. Después de 24-48 horas de incubacidn a 308C, el
crecimiento en cada cupula se lee, considerando positivas, todas
aquellas cupulas gque aparecen con turbidez, comparadas con la
del control {(0). Con la suma de estas reaccignes positilvas, sSe
gbtiene un perfil numerico, gue se compara con los valores
establecidos en el C&talogo Analitico ID 32 L. Esto nos llieva a
la identificacidn del microorganismo, destacando que: '"La
interpretacion de los resultados de  la galeria debe hacerse
teniendo en cuenta el origen de la muestra, el aspectoc de las
colonias, 21 examen microscopico directo entre cubre y porta, la
morfologia (busqueda de micelico o pseudomicelio) v la

investigacidn de la forma sexuada en medioc de esporulacion.

2.2.1.6. MEDIO YM (YEAST MALT).

La composicidn de este medio es:

EXTRACTO DE LEVADURA.....vuwnnn ... 3,0 g.
EXTRACTO DE MALTA . . v vn e ennnnnns 3.0 g.
PEPTONA . & vttt eeeteeneneneennanns 5,0 g.
BLUCOSA . v et et eee e ee e eeeeeaeans 10,0 g.
BBAR e vt e et 20,0 g.
ABUA DESTILADA. o v v iv e ieeneannn. 1000 cc.

Este medio tiene que estar a un pH entre 6,0-6.4 vy una
vez esterilizado en autoclave a - 1208C durante 20 minutos, se

deja enfriar hasta unocs 302C para anadirle sulfato de cobre en
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las proporciones siguientes:

1.56 g de CuS0, ¢*3H,0 en 100cc. de agua esteril.

Una vez mezclado  homogeneamente, se reparte 20cc. por
caja de petri y se deja enfriar para sembrar las diferentes
cepas de levaduras.

La cantidad de solucidn de sulfato de cobre por placa
es de 0,4 ml.

on . esite medio vemos las cepas que son resisitentes a

o

I3

Sulfato de Cobre.

2.2.1.7. MEDIO ALCIEN BLUE.

Este es un medio poco conocido en la identificacidn de
levaduras vinicas. Algunos trabajos realizados con este método
en el campo de la cerveza, apunta ser efectivo.

Este metodo nos permite distinguilr entre algunos
generos de levaduras, basandose en la carga electrdnica ds la
pared celular.

Con este método averiguamos los microgramos de Alcien
Blue absorbido por miligramos de levaduras, gue son . puntos de
una curva, comparativa de otra previamente construida vy
estandarizada de la soluciédn de Alcien Blue. La  interpretacién
de los datos de nuestra curva, respecto a la estandar, nos lleva
a distinguir entre diferentes geéneros de levaduras, ya que en
unas dominan la hidrofobicidad vy en otras la carga de la paresd

celular.
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2.3. TOMA DE MUESTRA Y TECNICAS DE AISLAMIENTO.

Para tomar las muestras se utilizaron. frascos de vidrio, de
baca ancha con rosca de 75cc. de capacided, y que ha sido
esterilizado en el autoclave previamente.

Una wvez en la bodega se tomaba la muestra de forma
aséptica. Efectuada la toma, se llevaba al laboratorioc, en una
nevera y en el menor tiempo posible, donde se procedia a aislar
en caja de Petri los microbios contenidos en estas muestras.

Se tomaron muestras de 5 bodegas diferentes de Bollullos
Par del Condado: Andrade (Cl), Cooperativa (CII}, Josée M2

(CIII), Santi (CIV) y Sovicosa (CV).

Se tomaron. un total de 30 muestras diferentes, entre ellas

tenemos:  mostos sin fermentar (MSF), mostos en 18 fase de
fermentacicon (13FF), mostos en 228 fase de fermentacidn  (Z28FF),
mostos en 32 fase de Tfermentacion (38FF) y mostos en  fase

residual (FR)}. Estos mostos estaban destinados a la elaboracidn
y embotellado de vinos blancos de mesa, cosecha 1992, recogigos
en diversas tomas, desde mitad de Septiembre a mitad de
Diciembre, de depdsito de bodegas, de las cuales hemos hechos
reseﬁaé anteriarmente.

Como medio de aislamiento se wutilizaron: “mosto-gelaiina’
{(m—-g} vy "vino-gelatina" (v—g). En estos medios se hicieron tres
siembras en m—-g y una en v—-g, en cajas de Petri.

De las colonias obtenidas se volvieron a sembrar a nuevas
placas en Agar Nagai, de manera gue crezca de nuevo colonias
aisladas. A partir de estas colonias se sembraron en  tubcs
inclinados de coleccidn (con Agar-Nagai) gque una vez Creciccs se

guardaron en frigorifico a 42C. La biomasa para estudios
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posteriores se tomaron de estos tubos de coleccidn, gue son de
tapon de rosca para evitar la desecacidn.
Estos tubos de coleccidn se refrescaron con una

periodicidad madxima de & meses.

2.4. METODOS USADOS EN TAXONOMIA.

2.4.1. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS.

2.4.1.1. CARACTERISTICAS DE LAS COLONIAS.

En el examen morfoldgico se tuvieron en cuenta las
caracteristicas de las colonias, una vez crecidas en un medio
como es el Agar—Nagai o YEPD v en el medic WLN, donde se ocbserva
la forma, tamafo, color, elevacidn, superficie y bordes de las

colonias. Asi como la formacidn de velo en medios liguidos.

2.4.1.2. CARACTERISTICAS DE LAS CELULAS VEGETATIVAS.

Se debe examinar la biocmasa procedente de un - cultivo
joven, creciendo activamente en medino liguido o solido
(preferentemente en Agar morfoldgico). Las celulas se observa
"in vivo'", con microscoplo de contraste de fases entre porta v

cubre, teniéndose en cuenta la forma y tamaro de la célula.

2.4.1.3. FORMACION DE MICELID Y PSEUDOMICEL ID.

N

.4.1.4, FORMACIGON DE ESPORAS.

Se siembra primerc en el medic de crecimiento (PRE-SF)
de manera que crezca abundente biomasa., vy se incuba a 288 C,
durante & u 8 dias. Despu#s, y a partir de estas placas, =2

inoculan en placas con medios de esperulacidn, de manera que la
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biomasa guede bien extendida. Estas placas de esporulacion se
incuban a 252 C. durante 1 a 3 semanas. Las esporas se pueden
observar al microscopioc dptico con campo oscuro © con contraste

de fases.

2.4.2. CARACTERISTICAS FISICLOGICAS.

2.4.2.1. UTILIZACION FERMENTATIVA DE COMPUESTOS DE C.

fermentacidn  de los azidcares se t+realizd en

P
il

soluciones ue - contenie un 0,27 del azucar a estudiar, se
2 b

distribuyds a razdn de 3Scc. en  tubos  tapados con algodan

fo]

hidrédfobo vy gue contenian campana Durham.
Se esterilizan al autoclave durante 20 min; vy a 1Z0RC.
Los medios de fermentacion son 1inocculados a partir de
un tubo inclimado con Agar-Nagai y biamass fresca, incubandose a
contimuacidn a 288C.
Los tubos se acltan regularmente, oObservandocse 21
desprendimiento de gas y el cambic de color del indicador de pH

del medic de un periodo de 24 horas (2-4 dias).

Z2.4.2.2. UTILIZACION OXxIDATIVA DE COMPUESTOS DE C.

Siguiendo 21 mismo proceder gque en el caso anterior,
perc en esta ccasidn no hay cambio de color del ingdicador de pH
del medioc vy si hay un aumentc numercso de la biomasa, debido a
la utilizacidn de este azucar para el crecimiento del crganismo,

v ello se comprueba echando unas gotas de licor de Fehling, gu

i}

cambia el color hacia +rocjo ladrillo, si la fuente de T noc se ha
utilizado por via owxidativa o midiendo la D.0O., para. wver si

existea crecimiento.

~i
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2.4.2.3. UTILIZACION DE COMPUESTOS NITROGENADOS.

La utilizacidn de compuestos nitrogenaedos se realizd en
soluciones nutritivas gue contenia un 0,24 de NO; K, se distribuye
a razén de Scc. en tubos tapados con  algoddn hidréfobo vy gue
llevan insertos campans de Durham para observar el
desprendimientc de gases.

Se esterilizan al autoclave durante 20 minutos a 1200C.

Los medios de utilizacidn de NO; son inoculados a partir
de un tubo inclinadoc de Ager-Nasgail vy biomasa frescs, incubandose
a continuacidn a 289C durante 7-10 dias.

Para ver si ha habido reduccidn de los nitratos se
arnade:

- Primeramente 3 gotas de &c. Sulfanilico, soclucisn al
0,8% de dicho acido en acetico 3N, 9%9% de pureza.

- Y segulidamente 3 gotas de «a—-Naftilamina, solucidn al
0,3% de a-Naftilamima en acetico 3N, 9%9% de pureza.

Si al afadir estos dos reactivos, en este orden, cambia
el color del medic a rojo, indica gue se ha reducido el nitrato
a nitrito. La presencia de gases en la campana de Durham indica

la formacidn de N; .

2.4.3. PRUEBAS BIJRUIMICAS ID 32 C.
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3. RESULTADGS.

Haciendo uso de la metpdologia descrita se obtuvieron los
siguientes resultados en los materisles gue a continuscidn se
indican:

x BODEGA CI DEL CONDADRQ.

El mosto utilizado s de uva Zalema, estéd sulfitado v
filtrado al fric. El pie de cuba empleadoc en un caso es  con
levaduras comerciales (LC) vy en 21 otro caso, con levaduras
autsctonas (LAY. En ambas ocasiones, la fermentacioen tuvo lugar
en cono de cemento con una capacidad de 12.000 1. A continmuacidn
presentamos las distintas cepas de levaduras aisladas en estos
dos estudios por separados y en sus distintas fases.

1. Mostec de CI-LC. Fases:

- Mosto sin fermentar (MSF).

Sacchargmyces cerevissae cepa V

- Mosto en 18 Tase de fermentacidn (1aFFY,

Saccharomyces cereviseae cepa 1 y W

- Mosto en 22 fase de fermentacidn (Za&FF).

Saccharomyces cereviseae cepa [ vy V

- Mosto en 32 fase de fermentaciodn (3I&FF).

-

Saccharomyces ceraviseae cepa V

- Mosto fermentado en fase residual (FR).

Saccharomvces cereviseae cepa V v Saccharomvces

exiguus cepa II
2. Mostog de CI-LA. Fases:

- Mosto en 28FF,

N

Saccharomyces geraviseas cepa 1 y Saccharomycoas

exiguus cepa II



- Mosto en 33FF.

Saccharomyces cereviseas cepa V, Saccharcmvyces

exiguus cepa Il v Zygosaccharcmyces sp. cepa [I1

- Mosto fermentado en FR.

Zvgosaccharonvees so. c2pa V

* BODEGA CII DEL CONDADRO.

El mosto empleado es de uva Zalema, sulfitado. El  pie
de cuba utilizado es de levaduras autdctonas (LA). La
fermentacidn tieme lugar en cono de cemento. Fases:

- Mosto sin fermentar (MSF).

Saccharomvces cerseviseae cepa V

- Mosto en 13FF.

Pigchia membransefaciens cepa I, Saccharomvces

cereviseae cepa V y Saccharomvces exiguus cepa I

- Mosto en 23FF.

Saccharaomyces cereviseae cepa I v V

- Mosto en 3aFF.

Candida sake

- Mosto fermentado en FR.

Candidse wvalida cepa I vy Saccharomvyces exiguus

cepa 11
De la camparna de recaleccidn  prematura de uva, también
de la variedad Zalema, el mosto sulfitado vy el pie de cuba de
levaduras autdctonas. La fermentacidén se lleva a cabo en cono de
acero inoxidable. Aparece con este simbolo CIlix para
distinquirla de la campara anterior. Fases:
- Mosto en I2FF.

Saccharomyces cersviseas cepa Y

™
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- Mosto fermentado en FR.

Candida valida cepa I vy Saccharomvces exiguus

cepa 11

¥ BCDEGA CII1 DEL CONDADO.

Mosto de uva Zalema vy sulfitado. El pie des cuba
utilizado es con levaduras autdctonas.

En este apartado hacemos una distincidn entre =21 tigpo
de estrujado del mosto, vy en su destino posterior. Tenemos
mosto de vema 0 de escurrido destinado a la fermentacidn en  cono
y mosto de prensa wutilizado para la fermentacidn en bota de
madera.

1. Mosto CIII en bota. Fases:

- Mosto sin fermentar (MSF).

Kloceckera apis

- Mosto en 18FF.

Saccharomvces cereviseas cegs I Y Vv Y

Saccharomyvces exiguus cepa II

- Mosto en 23FF.

Saccharaomvces ceraviseae cepa V

- Mosto en 3I3FF.,

Candida pelliculcosa v Zvoosaccharomyoces s,

cepa II1I
- Mosto fermentado en FR.

Candida colliculosa, Pichia menbranaefaciens cepa

I v Saccharomyces exiguus cepa II

)

. Mosto CIII en cono. Fases:

Saccharomvces exiguus cepa 111
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- Meosto en 38FF.

Saccharomyces cereviseae cepa V

¥ BODEGA CIY DEL CONDADO.

El mosto procede de wuva Zalema y estd sulfitado. El
pie de cuba empleado es de levaduras  autdctonas y la
fermentacidn se da en cono de cemento. Fases:

- Masto sin fermentar (MSF).

Klpoeckera apiculata v Landida pulcherrima cepa I

- Mosto en 13FF.

Candida colliculosa

- Mosto en Z28FF.

Saccharomyces cereviseae cepa V vy Saccharomvces

exiguus cepa I1I

- Mosto en 3I2FF.

Saccharomyces cereviseas cepa YV

- Mosto fermentado en FR.
No crecid ninguna levadura.

¥ BODEGA CV DEL CONDADO.

El mosto utlizado procede de la recolesccidn preEmatura
de uva variedad Zalema. Dicho mosto sinmn filtrar., pero . si
desfangado v sulfitado pasd a cono de acero inoxidable, de donde
pudimos tomar estas dos fases:

— Mosto en 32FF.

Saccharaomyces cerevisegae cepa V

- Mosto fermentado en FR.

Candida haolmii

El numerc total de cepas diferentes aisladas ¢ de 16. La

fase y bodega de donde se aislaron, se presenta en la tabla I.

74



Tabla 1I.

LEVADURAS

Candida colliculosa

Candida hglmii

Candida pelliculosa

Candida pulcherrima

Landida sake

Candida valida

Kleeckera

apiculata

Kloeckera apis

Pichia menbranaefac.

Saccharomvces cerev.

Saccharomyces cerav.

Saccharomyces exiguus I

Sacch. exiguus 11

Sacch., exicuus II11

Ivgesacch. sp. III

Zvgosacch. sp. V

FASE

ESPECIES AISLADAS EN LA VENDIMIA DE

PROCEDENCIA

...... CII v CITx

...... CI-LC, CIIIb

1992 EN B.C.

...... CI-LC v LA,CII

...... CI-LC, CII
...... ci-Lc, CII,
...... ci-LC, CII,
...... CI-LCyLA,CIIX
...... Cl-LA, CIV

...... CI-LC, CII vy

...... Ci-LAa, CIlIb
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CIIIb
CIIib,C1V

LI11c,CIV,CV

CIlix, CIIIb



Tabla II. CARACTERISTICAS CELULARES EN MEDIO YEPD LIGQUIDRO.

LEVADURA

Cand. collic.

Cand. holmii.

Cand. pellic.

Cand. pulcher.

Cand. sake

Cand. valida

Kloeck. apicul.

Klgeck. apis

Pichia membr.

Sacch. cerev. 1

Sacch. cerev. V

Sacch. exiguus I

Sacch. exigu. I1I

Sacch. exigu. III

Iyaosac. sp. II1

Zvgosacch. sp. V

FORMA
esférica
esférica
esferica
esf./eliptica
esferica
elipsoidal
apiculada
apiculads
elipsoidal
esférica
esfeérica
elipsaoidal
esfeérica
esfeérica
esfeérica

elipsoidal
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Tabla III. CAPACIDAD DE UTILIZAR COMPUESTOS NITROGENADOS (NGO, Y

NO;), EL SULFATO DE COBRE Y DE ESPUORULAR.

LEVADURA NO2 NO3 SULF.Cu. ESPORUL .
Cand. coll. - - + -
Cand. holmil - — + -
Cand. pellic. - - + —
Cand. pulch. - +/ - + -
Cand. sake - - + —_
Cand. valida - +/— + -
Kloeck. apic. - - + -
Kloceck. apis - +/ - + -
Pichia membr. - - + +
Sacch. cerev, 1 - - + +
Sacch. cerev. V - - + +
Sacch. exig. 1 - - + +
Sacch. exig. II - - + +
Sacch. exig. I1I1 - — + +
Zvgosacc. sp. 111 - - + +
Zygosacc. sp. V - - + +
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Tabla IV. UTILIZACION FERMENTATIVA DE COMPUESTOS DE C, POR EL

METODO DE HUGH-LEIFSON:

Levadura Glucosa Maltosa Sacarosa
Cancd. coll. + ) - /-
Cand. holmii +/ - - /-
Cand. pellic. +/ - + +
Cand. pulch. + - -
Cand. sake +/— — +
Cand. valida + - -
Kloeck. apic. + — —
Kloeck. apis + - -
Pichia memb. + - -
Sacch. cerev. I + + +) -
Sacch. cerev, V + + +/—
Sacch. exig. I +/ - - +/—
Sacch., exig. I1 +/— - +/—
Sacch. exig. II1 + - PRy
Zvgosac. sp. II1 + - -
Zvgosac. sp. V + - -




Tabla V. PRUEBAS BIOQUIMICAS 1D 32 C.

C.pel C.pul (C.sak C.val iK.api k.aps

GALAC

ACTID | - 1 - - - _ N + +

SACAR + + + ‘ 4 - — -

NAG - - - + + _ - -

LACTA S ! - + - - - — , -

ARABI - - - - - - - -

CELOB | - - - + - - + +

| RAFIN R R N - - - - -

MALTO N P + + - - - -

MANIT + — + + + - — -

LACTO - == - i - - - -

INOST - - N - - - - - R

SORBI + - + + + - - = - o

XILOS -

-

RIBOS — , — - 3 _ . _ _ g

GLICE + 1 - + . PO _ _

RAMND - 5 - - - - - - R

PALAT - = + + + - - -

ERITR - - + - - . - -
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Tabla VI.

PRUEBAS BIOGUIMICAS ID 32

P.mem

S.cer

T
;

S.exi

Z.sp. |

GAL.AC.

+

S.cer 1S.exi

ACTID. - - - - - _ - _
| sACAR. - + + + . + _ _
IN-a.G. | - - _ i} _ i} . )
LAcTAT | - - - ] - - = - -
| ARABI. - - N - _ _ -

CELOB. - - - - - _ _ _
_RAFIN. - + + + + % - - -
?MALTD. - + + - - § _ _ _
TREMA. - - - - _ § _ _ _
2k-BLU | - - - - IR - -
. MD-GLU - - - g - - - _ _
iMANIT. - - - § - - - _ .
%LACTDS - - - g - FOR - _
| InDsI. - - L A = _
| SORBI. - - - N - _ .

X1L0S. - - - - - - - -

RIBOSA - - - - - _ _ _

GLICER - - - - - - _ .
| RAMNO . - - - - - _ - _

PALAT. ~ - ~ - = - _ _
| ERITRI - - - - - § - - -

MELEZI | - - - - - % _ _ _
| BLUCON . - - % R A _ -
| GLUCOS + " + g + + . -
| BLN. - - - - - - _
lEscuL. - _ _ N : Y B




lLas abreviaturas utilizadas significan lo siguiente:

GALAC v v e i emeeemencnnnnn GALACTOSA.

SACAR vt it ernnncnancnnnns SACAROSA.

2 N-ACETIL GLUCOSAMINA.
LACTA it r e et eeeaneannan LACTATO.

ARABI Lttt trennaaa e ARABINOSA.

CELOB vevreceneaannnanns CELOBIODSA.

Y R RAFINQOSA.

MALTO vt ee s smeeeemanannns MALTOSA.

TREHA i vt ee i eemenenennns TREHALQOSA.

2KB i et 2-CETO GLUCDNATO.
MDGLU vvwv v ennnenncnnns _-METIL-D-GLUCGSIDO.
MANTIT it inen e e eenennnns MANITOL.

LACTO v e eeeeeeeemenennnn LACTOSA.

INGST it it e e einenan INOSITOL.

SORBI tvieemeenenenncanns SORBITOL.

XILOS ottt e eeeeiaaan D-XILOSA.

RIBOS tvevrvnwenceencanens RIBOSA.

BLICE vt iiieeeenannnanean GLICERQOL.

RAMND v vt e e eneenennanan. RAMNOSA .

PALAT 't ittt ia e PALATINGSA.

ERITR v viinieveenanconnns ERITROSA.

MELEZ vt eeneesaenenanenas MELEZITOSA.

1 GLUCONATO.

GLUCO it it eeieseeeemnnn GLUCOSA.

BEN eeeeeeeeea [P GLUCOSAMINA.
ESCUL vt teememmmceennnnnn ESCUL INA.

83



5. DISCUSION

Nuestro objetivo es aislar e identificar las levaduras
presentes en el mosto de la uva Zalema y a 1o largo de las fases
de fermentacidn, asi como en la fase residual, previa al
embotellado, de diversas bodegas de Bollullos Par del Condado
{Huelva).

Estos estudios preliminares de aislamiento e identificacidn
se pueden continuar con estudios posteriores con fines
oracticos, a base de establecer las condiciones fisiolodgicas vy
su incidencia en el desarrollce Optimo, de las cepas
seleccionadas de cada especie aislada.

Como hemos expuesto en la introduccidn, la vinificacidn vy
la conservacion del vino estan sometidas a problemas

microbioldgicos. La tranmstformacidn correcta de la uva en ving

s8lo se logra a través de un conocimiento vy urna buena
utilizacion de las levaduras vy de las bacterilias léacticas. E1
gxitog de la wvimnificacidn esti siempr2 subgrdinado a un

comportamiento razonado de los fendmenocs microbiclégicos.
En el total de estos materiales estudiados se aislaron e
identificarcon levaduras clasificadas en 5 generos:

Candida, Kloeckera., Pichia, Saccharomvyces Y

Zvgosaccharomyces.

De estos geéneros, Candida sp. se aisld del mosto sin

fermentar v de la 13FF de la bodega CIV, en la 32FF de Llas
bodegas CIl v C11I, v en la fase residual de las bodegas ClI,
CIilIl v CVY. No aparece ern el mosto  ni =n ninguna de las fases de
la fermenfacién de la bodega CI, asi como en la FR de dicha

bodega. Kloeckera sp. esta presente en los mostos sin fermentar
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de las bodegas CIII vy CIV. No se aislé de las bodegas CI, CII vy

CV. RPichia sp. se ailsla de la 18FF vy FR de los mostos de las

bodegas CII y CIII. No se encontrd en los estudios realizados en

las bodegas CI, CIV vy CV. Saccharomvees spo.  estda presente  en

todos los mostos analizados y en  diversas fases de  1la
fermentacidn de eéstos, por tanto, se aisld de los materiales
investigados de las 3 bodegsas que han  colaborado en estos

estudiocs. Zvggsaccharomyces sp. sdlao se identificed en la 3J&8FF vy

en la FR de las bodegas CI vy CIII. For tantoc, no se identificd
en las mostos de las bodegas CII, CIVv vy Cy.

Comoc se ha indicado, Candida sp. suele aparecer en mostcs

sin fermentar o en 12FF v al final de la J2FF o en la FR, desbido
a gue dentro de este género podemos encontrar especies gue son
fermentativas, aunque con bajo poder fermentativo., Yy oiras
sgpecies que son oxlidatives—-filmdgenas, suelen apareger al final
de la fermentacidn producienda un velo o pelicula fina.

La morfologia de sus celulas es variada, gpresentandoc  a
veces seudomicelio de diversos tipos. Algunas especies  son algo
fermentativa, octras sdlo oxidativas. Fermentan alge el mosto, v
otras especies de este generao faorman velo sobre el vino de bajo
grado.

Una de las especies mas llamativa de este género es Candida

pulcherrima debido al pigmento rojizo gque excreta alrededor de

la caolonia blanca, bien desarrollada, que presenta en cualguiera
de los medics que hemos utilizado.

Candida pulcherrima tiene wuna baja produccidn en  acidez, Yy

ia biotina Jjuega un papel importante para su matabolismo,  pus

]

su carencla determina un escasisimo  poder fermentativo y  una



velocidad de - fermentacion muy lenta, inclusoc hay autores,
guienes afirman gque 1la udnica vitamina requerida por Candida

pulcherrima es la biotina.

Entre los caracteres fisioldgicos de esta especie tenemos
cue: Noc asimila los nitrstos, se desarvoclla bien en presencia de
alcoho! etilico. Escinde 1la arbutina. Fermenta soclamente la
glucosa. El poder fermentativo ss muy bajo, en torno al 1%.

No aparecen en la bodega CI, s5i en alguna fase de las otras
codegas.

Kloeckera sp. estd pressnte en 21 mosto sin fermentar en

vias de la 128FF, de las bodegas CIII vy CIV. La diferencia gue
existe entre las dos especies de Klgeckera gus tenemos =2n los

resultados es: gue loeckers apis puede crecer a 3I78C vy

Klgeckera apiculata no. El resto de las caracieristicas gue
mencionaremos a continuacidn son comunes para ambas especles.

Kloeckera apiculata ha 51do ocbietao de profundas

investigaciones ecoldégicas y . bioguimicas. Estas investigaciones
han demostrado la presencia de esta especie en 1la 12FF vinica
del mosto de uva. El metabolismo glucidico en Kloeckers
aoiculéda viene dado por una fermentacidén gue toma otra ruta
metabdlica de las azucares, con acumulo de glicerina vy de
productos volatiles como es el acido acetico, esteres vy otros
nproductos, a 1los cuales se atribuia 21 efectoc perjudicial de
esta levadura al fermentar un mosto de uva. Todo ellc conduce s
urna modesta proguccidn de etancl.

Las especies de Kigeckera no son capaces, como  hacan otras
levaduras de alto poder fermentativo, de reducir la molecula de

‘ -

acetoina a 2Z2—-3  butanodiol en 2l curso de la transformacioén. Ello
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se traduce también ken el valor que adguiere el potencial de
oxidacion-reduccidén: elevado para mosto fermentado con levadura
apiculada vy netamente mds bajo para mosto fermentado con
levadura eliptica.

Dﬁro aspecto destacable en el metabolismo de 1las levaduras
apiculadas es el de asimilar 4cidos c©rgénicos (tartérico,
malico, succinico, citrico, lactico) como fuente de carbono. El
ceonsumo de . estos &cidos es hasta diez veces mayor que en  las
levaduras elipticas.

Las especies de levaduras apiculadas del género Kloeckera
necesitan para su normal desarrolloc de todos los factores
vitaminicos hidrosolubles presentes en el extracto de levaduras.

Caracteristicas destacables en un orden practico del género
logeckera son la consistencia harinocsa del depdsito celular, la
no adherencia a las paredes del recipiente, la escasa tolerancia
a los taninos, la "incapacidad para desar+rollarse a elevadas
concentraciones de azucar vy en medic alcohdlico, asi como su
extremada sensibilidad a los antisépticos; se ha demostrado la

marcada sensibilidad de Klgoeclkera apiculata al anhidrido

sulfuroso, lo que puede justificar su ausencia en 1os mostos sin
fermentar de las bodegas CI vy CIIl, evaludndose como diez veces

mayor gque la Saccharomyces cereviseae. En cambio, la actidiona y

ta micosubtilina, antibidticos ge elevada especificidad
fungistatica, ejercen wuna accidn inversa a la observada con el
sulfurosoc, es decir, menos eficaz sobre las distintas especies
cel genero Kloeckera y otras especies oxidativas que socbre las

levaduras del geénero Saccharcmvces, mas. fermentativas.

Las caracteristicas fisioldgicas de la especis Kloeckera
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apiculata son: No asimila los nitratos ni escinde la arbutina.
No se desarrolla en presencia de alcohol etilico como unica
fuente de alimento hidrocarbonado. Fermenta unicamente la
glucosa. Poder fermentativo bajo, en tornc al 4%. Fermenta el
mosto de uva con fuerte produccidn en acidos volatiles.

Pichia sp. la hemos aislado tanto de la 138FF como de la FR

v tan solc de dos bodegas CII vy CIII. No se ha ailislado de los
materiales estudiados en las bodegas CIl, CIV ni de CV.

La morfcoclogia de las células de esta especie es eslipticas,
ligeramente alargads, con formacidn de seudomicelio. Ascas con 2
5 4 ascosporas. No fermentan azidcares o muy ligeramente la
glucosa. Levaduras oxidativas. Forman velo sobre vino de bajo
gradc y sobre mosto de uva.

En este casc la uUnica especie aislada de este génsrc es

Pichias membraefaciens cuyas caracteristicas mds destacada son:

No fermentan los azdcares, ocasionalmente y de forma debil la
glucosa, gque es el unico que asimila. No reduce los nitratos ni
escinde arbutinaj; se desarrolla bien en presencia de etancl v su

poder fermentativo es malo.

Pichia membranaefaciens es una de las levaduras que
normalmente se desarrolla sobre el ving produciendo una
alteracidn o enfermedad y gue normalmente suelen ser de

metabalismo aerdbico.

Pichia membranaefaciens se desarrolla en mosto de uva, pero

sin fermentarlo. A veces puede iniciar una levisima
fermentacidn; su desarrollo se debe a gue asimila la glucosa del
mostos por via oxldativa y no  fermentativa. Vive tambien s

expensas del alcohol, sobre vinos de bajo grado alcchdlico,
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tranformandole en anhidrido carbdénico y agua. También vive a
expensas de los 4cidos orgdnicos del vino v , por tanto, hace
bajar la acidez fija del mismo.

Saccharomyces sp., detectadas en todas las fases de todos

materiales estudiados de las cinco bodegas con la gque hemos

trabajado. Estos resultados estan en concordancia coen  los

obtenidos por el Dr. Casas en su tesis doctoral, que aisld:
Bodega CII (1977):

- Saccharomyces cereviseag. Saccharomyces chevalieri v

Saccharomyces rosei.

Bodega CI (1978):

- Saccharomyces cereviseae v Saccharomveoes chevalieri.

Bodega CII (1978):

- Saccharomyces cereviseas vy Saccharamvces chevalieri.

Saccharomyces sp. esta presente en todas las muestras

analizadas de los mostos de la badega Cl, es decir, tanto de los
mostos con  inocculacidn de levaduras comerciales, como aguellos
en los que sdlo actuaban las levadursas autdctonas.

Aparecen dos cepas diferentes de Saccharomyces cereviseae,

la cepa I y la cepa V, ademas de tener en comin Saccharomvces

exiguus cepa II, que la encontramos sclamente en la FR en el
primer caso, o sea, en los mostos de CI-LC. Sin embargo, en el
otro mosto analizado de la misma bodega, es decir, en mostos de
CI-LA, encontramos estas mismas cepas, ademas de otras vy en
diversas fases de la fermentacion.

Otro dato a destacar es gque Saccharomvces cereviseae cepa |

se aisld en ambaos casos de la 28FF vy Saccharomveces cereviseae
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cepa V también se aisld en los dos mostos de la 3I3FF.

Podriamos concluir lo siguiente: Aun dandcse mayor variesdad
de especies en los mostos CI-LA, v "~ por tanto, contribuvendo
mayar numera de cepas en la Fformacion del wvino v en sus
caracteres organoclépticos, no dejan de estar presentes en ambos
mostos, aquellas levaduras gue se consideran esencialss en 1la

fermentacion, como es la Ssccharomyces cereviseae.

Saccharomyces sp. de morfologia celular 2liptica v

esfeérica. Posee ascas asbundantes con 4 esporas esféricas de
naredes lisas. Son levaduras muy fermentativas cuali v
cuantitativamente. Alto poder fermentativo en mosto de uva.

Interviene en la crianza bioldgica del vino (transformacidn

bicquimica gque sufre el wving, finalizada la fermentacidn
alcohdlica, previo alcoholizado a 158 - 153,538 por 1la accidn de
unas determinadas levaduras aerobias del génere Saccharomvcoes,

denominadas levaduras de flor).
Este proceso se verifica en hotas de excelente madera de

roble y en unas condiciones técnicas especificamente origina

bt

s,

y tiene lugar industrialmente en el Condado de Huelva, Jderez,...

)

La etapa de crianza bhioldgica resulta estar gonstituida oor 8

especies diferentes: 4 especies del genero Sasccharcmvces vy las

especies Zvagosaccharomvoes acidificiens, Hansenula ANDM31a.,
Candida mycecderma vy Pichia membranaefaciens. De todas ellas sdle
prevalecen las 4 especies de Saccharomvces al aumentar el Giraco

alcohdlico de 11Q a 15C.

Saccharomvces cersviseae tiene 108 siguisniss caracieres

fisioldgicos: Negativa 1la asimilacién de nitratos v - buen

desarrollo en presencia de alcohol etilico como unica fuente de



alimento bhidrocarbonado. Fermenta glucosa, galactosa, maltosa,
sacarosa vy rafinosa 1/3. Asimila los mismos azdcares vy 0o
fermenta ni asimila 1la lactosa. No escinde la arbutina. Los
poderes fermentativos suelen estar comprendidos entre 12,25 v
197 de alcohocl en volumen.

Zygosaccharomyces sp. se ha aislado de la 38FF y de la FR

de tan s6lo dos bodegas; CI y CIII. No esta presente en ninguna
de las fases en las bodegas restantes; CII, CIV vy CV.

Zvoosaccharomyces sp. presenta una serie de caracteristicas

a nivel de género, gque son: Células con morfologia eliptica
aunque con frecuenclia posee polimorfismo celular. Dos o cuatro
asCcosporas por asca. Medianamente fermentativas.
Homoalcohdlicas.

Este generoc suele constituir wvelos blastomiceéticos,
acompasado de otros generos, en vines de grado alcohdélico

inferior a 138.

ey

En este caso so6lo hemos llegadeo en la identificacisn a

genero.
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&. CONCLUSION
Comoc consideraciones o conclusiones fTinales del trabajo

expuesto y comentado, se pueden destacar las siguientes:

1.- Hemos identificado en el mosto analizado, durante las
distintas fases de vinificacidn, levaduras de 53 géneros;

Candida, Klgeckera, Pichia, Saccharomvces v Zyvgosaccharomvoes.

Sin embargo rna se han encontrado cepas del génera Rhodotorula, a

cs mostos  sSin

e

nesar de ser muy TfTrecuente su - presencia  en

fermentar & incluso en las primeras fases de fermentacidn.

2.- No ochstante, las fermentaciones de los mostocs de uva

Zalema estudiadas en todas sus fases, como en algunocs mostos si

o
a

fermentar y en las fases residuales de varias fermentaciones, se

aobserva la presencia continua del génerc Saccharomvces, gue

comprende muchas especles O© Ccepas capaces de produclr en mavor o
menor grado la fermentacidn alcohdlica. Ademds de tener especies

con un papel importante en la crianza bioldgica de estos vinos.

3.- 8Se ha observado gue Pichia sp.., LCandida Sp. VY

{vgosacchagryces sp. ., forman velos blastomiceéticos en vinos de

gradoc alcohdlico alrededor de 108, pues poseen cardcter de

filmdgenas.

4,- Las caracteristicas organolepticas de los mostos
estaban de acuerdoc con la microflora encontrads, por 1o gue
dehberd tenerse un cuidadoso contral de toda la operacidn  £n sus

distintas fases. Los datos recogidos deben referirse tanto a la



obtencidén del mosto como a 10s procesos de fermentacidn.

5.- E1 &cido acetico y sus ésteres scon elementos negativos

en la apreciacidn organoleéeptica de cualcuier vino; exceptuando
I : ; D

la produccion de acetico por via bacteriana, a las levaduras

fermentativas encontradas de primera fase (Kloeckera sp. v

Candida sp.) v a las de metabolismoc aercbic

respiratorio

estricto (Pichia sp.) se les atribuye el

principal protagonismo

2n la formacidn de estos compuestos.
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Fic.3 Yeastcell cycle. GI and G2 are gaps betwéen
the S phase (DN A syachesis) and the M phase (micosis).
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Fc. &4 Yeast life c»cle The sexual reproduction of
yeast involves mating between cells ofcomplemenmry
(oppo;lze) mating types to form a cell type capable of
metosis. The haploid products of meiosis are each
packaged in spores within an ascus.
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Figura 5. Curvas del crecimiento microbiano en coordenadas semilogaritmicas.
1) Fase de latencia; 2) fase de aceleracion; 3) fase exponencial o logaritmica; 4) fa-
se de retardo; 5) fase estacionaria; 6) fase de declinacibn (segun Senez, 1968; ver

también Monod, 1942); log,:

logaritmo de base

; el tiempo medio de divisidon ce-

lular o de generacion es el intervalo durante el cual el logydela pob]acxon aumen-
ta una unidad.



