ADICIONES EN EL DEPOSITO.
INOCULACION DE LEVADURAS

IES Duques de Najera



Objetivos en la FOH

Asegurar fermentacion completa y rapida de
los azucares

Evitar la produccion de compuestos

indeseables: acidez volatil, compuestos
azufrados

Favorecer la formacion, extraccion y
estabilizacion de compuestos deseables



Agentes de la FOH

Levaduras Espontaneas

En la uva
En el material de transporte
En el material de bodega

Levaduras Secas Activas




Inoculacion de L.S.A.

A FAVOR
Seguridad y Rapidez
Eleccion Levadura
Economia Instalaciones

EN CONTRA

o Pérdida Tipicidad

o Pérdida Complejidad
o Coste Producto




Desventajas

Pérdida de Tipicidad

Mercado en manos de empresas
multinacionales

Uso de levaduras iguales en
zonas distintas.

Levadura inoculada permanece
en la bodega, modificando su
ecosistema microbioldgico.

Pérdida de Complejidad

Una sola especie de levadura
Un solo clon

En FOH espontanea participan
muchas levaduras



Seguridad y Rapidez en FOH
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Tempranillo Rioja Media, campana 2003

Deposito 1
Deposito 2

Inoculacion L.S.A. Uvaferm BC 25 g/HI, dia 3
Levaduras Indigenas

Depositos 3 y 4 : Inoculacion L.S.A. Uvaferm BC 25 g/HI, encubado




Seguridad y Rapidez en FOH

Fase de Latencia, Velocidad y Duracion de FOH
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Seguridad y Rapidez en FOH

Azucares Residuales

Figura n*4a, Poblacién de levaduras indigenas de las bodegas mediterraneas: sus potencialidades
enoldgicas

Azicares residuales dejados por 178 cepas
diferentes en el mismo jugo
I
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Ciclo de Crecimiento



Ciclo de Crecimiento de Levaduras

100.000.000

10.000.000 - ——
’
1.000.000 -

100.000 -

10.000 -

1.000

100 -

10 -~

= |_evaduras/ml |

1

o 1 > 3 a 5 6 E s ° 10
Dias de encubado
LATENCIA: Adaptacion de las levaduras al medio
ACELERACION: Comienzo de multiplicacion celular
B CRECIMIENTO EXPONENCIAL: Desprendimiento de CO2 visible
® RALENTIZACION DEL CRECIMIENTO: Factores limitantes, crecimiento lento
B ESTACIONARIA: Poblacion estable, activa

DECLIVE:Pocas levaduras tienen que acabar con restos de azicar



Efecto de inoculacion en levaduras
no Saccharomyces

Crecimiento de diversas espedies de levaduras
durante 1a fermemtacidn alcehdlica

lllll



Levaduras Espontaneas

Kloeckera apiculatay Hanseniospora uvarum:
- Dominantes en las uvas del vinedo.
 Poblaciones > 106 ufc/ml en los primeros dias de fermentacion.

Otras: Candida, Pichia, Hansenula

/

e | >y
Y
Kloeckera ap'g@ﬁ . Pichia memb/Lnefa ns,
-




Origen de Levaduras Espontaneas

Figura n*1. Dinamica de las poblaciones de levaduras indigenas en las uvas mediterraneas, en el
vinedo.

Cosecha: 1984. Prensado estéril ¢de las uvas. Observacan micrascoHpica luego da 4 dias de incubacion a
28°C

VINEDO

Numero de lotes de uva

=, AAoho = MohotKloexera L Moho+Kiocekera+ Saccharomyces

Figura n“2. Dinamica de las poblaciones de levaduras indigenas en las uvas mediterraneas que
llegan a la bodega

Cosecha: 1984, Pransado estéril da las uvas. Obsarvaciones microscapicas luego de 4 dias de incubacion
28°C y de 4 semanas a 28°C.

MATERIAL
TRANSPORTE




Levaduras “Apiculadas”

OXIDATIVAS ,
ALTA PRODUCCION DE ACIDEZ VOLATIL

RENDIMIENTO ALCOHOLICO 4-5 % Vol
CAPTAN RAPIDO NUTRIENTES =) _

SENSIBLES A:

S02
ANAEROBIOSIS (AUSENCIA DE 02)
ETANOL

ALTAS TEMPERATURAS (> 25 °C)




Efecto del SO2 en las levaduras

Con adicién de SO2

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0% -

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Sin adiciéon de SO2

O No Saccharomyces
B Saccharomyces

Dinamica de Poblaciones en
fermentacion de Garnacha segun
adicion de sulfuroso.

Albert Mas, SEVI, Nim 2.750, 24-4-99



Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae
3 Bastante variables en su morfologia celular y colonial.
Ay o Generalmente esféricas, de gemacion multilateral.

filifnoes: Algunas cepas presentan marcas o cicatrices.

b \',' . Lewnres Wvantes en bon éat
i, Ay phsicl ogigque : les cellules sont
rg\ N / turgescentes avec un aspect de suface
' \1. y \/' » lisse

Lewwes mortes aprés un stress violent
les cellules ot percha leur corterns et
ot 11 aspect dé
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Bretta nomyceS@

Fermenta azlcares residuales
Adaptada a condiciones adversas
alcohol
pH acido
falta de O,
Crecimiento lento
Metabolismo complejo
Desarrollo Impredecible

Ooo

ALTERACION DEL VINO

Acido acético y acetato de etilo

Polifenoles -> Fenoles Volatiles: Medicina, Cuero, Animal, Cuadra

Metabolismo de Lisina : Gusto a Ratdn
¢ Complejidad?

Control: HIGIENE y SO,




LEVADURAS FORMADORAS DE VELO. “"FLORES DEL VINO”
Velo blanquecino en la superficie del vino
SO, Bajo
Presencia de Aire
Falta de Higiene
Etanol -> acido acético -> acetato de etilo

Control: Mantener Depdsito lleno, SO2, Retirarlas




Eleccion de Levaduras



¢ Todas las levaduras son iguales?

Buenas cepas Saccharomyces
1 B )
roduccion controlada y
% i I6n de ésteres
Cepas malas Saccharomyces \ as varietales

Cepas no Saccharomyces

anoproteinas




Analisis de ADN
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Produccion de Sulfuroso

Figura n°4b. Poblacién de levaduras indigenas de las bodegas mediterrdneas: sus potencialidades

enolégicas

Produccion de SO, por 178 cepas diferentes

en el mismo jugo
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¢ Todas las levaduras son iguales?

Produccion de Aromas

[ Y 4 H I
De fermentacion Varietales

20 -

18
EALB 16 BALB
B CEG 14+ mese

19 BSVG
BSVG 0. ‘ BUVA
OUVA ‘ O71B
o718 81 T IFI87
o IFI87 67 | mESPONT
WESPONT 47
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Impacto de levaduras en Terpenos

Glucésidos ~ Monoglucésidos ~ Terpenos libres
de terpenos - deterpenoles g
o-rhamnosidasas B-glucosidasas

o-arabinosidasa

a-apiosidasa

Accion de B-glucosidasas
a-arabinosidasa

v

» Terpenos » lerpenos
ligados libres aroméaticos

sin olor




Efectos en la maceracion

Los 5 principales criterios
de eleccion de una cepa de
levadura para los vinos
tintos de alta calidad:

1 : no adsorcion del color por
las paredes celulares.

2 : producir un nivel elevado
de manoproteinas durante la
fermentacion.

3 : liberar un nivel elevado de
manoproteinas durante la
autolisis post-fermentativa.

4 : no producir compuestos
azufrados: H,S, tioles, etc.

5 : no expresar actividad
enzimatica R-glicosidasa.

Delteil D. Aspectos técnico y practicos del color del
vino. Universidad Rovira i Virgili - Lallemand,
Tarragona 1998.




Incremento de la redondez vy |la
estabilidad de color

Interacciones de Precipitados
Van der Waals

, g0 o
) Particulas o _e® [ -~ o
Moléculas de coloidales de % o
flavonoles ®e° S
Y flavonoles e o X
°® @ ®
v Interacciones l
o “ hidréfobas

{ ) 2 , -
o ° N ol o Polisacaridos
0o o v
® < ® _©o
®
i °
° T \ { N )
®©e® o
Concentracion en flavonoles 1/9/8]' ]

y concentracién
de polisacéridos

\ ® Solucion estable
(tiempo, pH...) ‘g ; § (Depende del tipo

(Saucier et al, 1996).



Adsorcion de antocianos

antocianos —

celular



Efectos sobre el color




Eleccion de levaduras

Cepas aconsejadas segun aplicaciones y caracteristicas principales.

CEPA VINO BLANCO VINO TINTO CAVA
Joven | Complejo | Ferm. | Afrutado | Fresco | Crianza Paradas | Resist. | Necesidad | Resist. | Caracter | Raza
afrutado | aromatico | en y joven de SO, | nutrientes | baja Killer | fisiolégica
barrica | rosados ferm. temp

M-1107 *00 e ¢ Neutra | cerevisiae
C-1108 e L 2 ¢ €06 | Neutra | bayanus
M69 L X J (1 2 2 L 2 2 ¢ Killer | cerevisiae
T-73 0 | 000 *e L 2 * Killer | bayanus
NA-33 L X4 400 L 22 *0 L 24 €& | Neutra | cerevisiae
Mix * boyenis
RV-1 * 00 L 2 4 ¢ Sens, | cerevisiae
ICV K1 00 *e ¢ 400 €06 | Killer | cerevisiae
ICV- D47 400 L 2 L L4 * €00 | Killer | cerevisize
ICV D254 *00 *e Neutra | cerevisiae
ICV GRE 4606 | 400 ¢ Killer | cerevisiae
EC 1118 ¢ 606 | oo L 24 ¢ €66 | Killer bayanus
CY3079 L 24 00 *0 L 24 €006 | Neutra | cerevisize
1033 1224 *0 L L 14 Killer | cerevisiae
L2226 L 2 £ L 2 4 L £ 2 ¢ Killer | cerevisiae
L43 460 | 400 €90¢ | Neutra | bayanus




L evaduras Killer

Figura n"3, Poblacién de lovaduras indigenas de las bodegas mediterraneas: sus potencialidades
competitivas

T Levaduras Killer HElLevaduras Neulras ®Levaduras Sensibles

Erer

Jugo muestreado antes del Jugo muestreado durante
arranque de la fermentacion

fermentacién espontanea

espontanca: 490 cepas activa: 630 cepas

Clasificacion de Levaduras
Killer: producen factor Killer
Sensibles: son sensibles al factor Killer
Neutras: no producen factor Killer ni son sensibles a él
Suicidas: producen factor Killer y son sensibles a él. Muy raras.



eccion de levaduras

Cepas
tradicionales

CARACTERISTICAS ENOLOGICAS
o cm BC

Comienzo rapido de la fermentacion

Velocidad alta de fermentacion

Capacidad de prevalencia

Cepas
Especificas Espi
CEG cs2 I ALB I VRB UVA QA23 | 718 L2056| BDX Bmas PM

Resistencia a alta temperatura

Criotolerancia

Elevado rendimiento alcohdlico

Resistencia al etanol

Baja acidez volatil

Baja produccion de acetaldehido

Alta produccidn de glicerina

Respeto de la acidez original

Capacidad demalicante

Produccién de aromas fermentativos

Exaltacién de aromas varietales

Aroma neutro en fermentacion

Escasa exigencia nutricional

Intenso color al final de la fermentacion

Estabilidad del color

Reduccidn de caracteres de astrigencia

Efecto favorable para la FML

Efecto desfavorable para la FML

Permite expresion tanica

— 1
EE—

Cepa dentro de la norma.
Expresion del caracter.
Expresion del caracter de forma especial.




Eleccion de levaduras

Origen
Cepa (n"7013) seleccionada en
Corbieres por el INRA de Marbona.

Aplicacion

FERMIVIN® es una levadura de tipo
starter que garantiza la elaboracion
de todo tipo de vino.

Propiedades enoldgicas

B Cingtica de fermentacion

- Fase de latencia corta, cinética
rapida y regular,

B Rendimiento azucar/alcool
- 16,5 g de azacar porun 1 % de
alcohal,

W Caracteristicas tecnologicas

- Intervalo aptimo de temperatura:
15a35°C,

- Tolerancia al alcohol; 14% en
condiciones estandar, 16% en pre-
sencia de nutrientes nitrogenados.

- Resistencia al 50 libre: 50 mg/l.

- Baja produceion de espuma.

I Caracteristicas del metabolismao

- Produccion de gliceral media a
fuerte, 6 a8 g/l

- Produccion de acidez volatil baja
generalements inferior a 0,15 g/l

- Produccion de acetaldehido baja
inferior a 20 mi/1.

- Produccion de alcoholes superiones
baja (vinos aptos a la destilacion).

- Produccion de Hg5 baja.

- Produccian de 50, baja, inferior a
10 mg/l.

B Fenotipo: neutro con factor killer.

B Degrada parcialmente el acido
malice (20 a 30%:) y favorece asl el
inicio de la fermentacion malolactica.

B Posee una buena capacidad de
fermentar mostos muy trasegados.

Dosis de empleo
FERMIVIN® contiene 25 mil millones
de celulas secas activas por gramo.
Dosis recomendada: 20 g/nl.

Origen
Cepa (n°7303) seleccionada en la
region de Burdeos por el INRA de
Narbona.

Aplicacion

FERMIROUGE® es una levadura
seleccionada para la produccién de
vinos tintos afrutados y equilibrados
("media guardia").

FERMIROUGE® esté particularmente
adaptada a la vinificacién de las
cepas Garnacha, Tempranillo,
Gamay, Pinot noir, Cabernet Franc,
Merlot, Cabernet Sauvignon, ...

Propiedades enolégicas

B Cinética de fermentacion

- Fase de latencia corta, cinética
regular.

# Rendimiento azicar/alcool
- 16 g de azdcar por un 1% de
alcohol.

Caracteristicas tecnolégicas
- Intervalo 6ptimo de temperatura :
10 a 28°C.

>

La temperatura maxima debe ser
minuciosamente controlada para
una eficacia 6ptima.

- Resistencia al acohol: 15%.

- Resistencia al SO, libre: 50 mg/I.
- Baja produccién de espuma.

M Caracteristicas del metabolismo

- Produccién de glicerol media,
5a7gl/l

- Produccién de acidez volatil baja,
generalemente inferior a 0,2 g/I.

- Produccion de acetaldehido baja,
inferior a 20 mg/I.

- Produccién de H,S baja.

- Produccién de SO, baja, inferior a
10 mg/l.

M Fenotipo: neutro con factor killer.

W Favorece una extraccion moderada
de polifenoles (materias colorantes
y taninos), y el desarrollo de aro-
mas afrutados (fresa, frambuesa,
cereza).

M Posee buena aptitud para fermentar
los mostos provenientes de mace-
racién en frio (caracter cri6filo).



Rehidratacion e Inoculacion



Eficacia de la Inoculacion

DOSIS
CONSERVACION
REHIDRATACION
INOCULACION



Dosis. 100 LSA / 1 Indigena
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I parametn sottopostt a controllo sono stati:

Poblacion de Levaduras Indigenas: 10 3 - 10 5 levaduras/ml
Clima, Higiene, SO,, Momento de Vendimia

20 x 10° L.S.A./g

Dosis: 10 g/HI = 20 x 101° L.S.A./HI = 2 x 106 L.S.A./ml
Dosis: 20 g/HI = 40 x 101° L.S.A./HI = 4 x 106 L.S.A./ml
Dosis: 40 g/HI = 80 x 101° L.S.A./HI = 8 x 106 L.S.A./ml



Aumentar la dosis al avanzar la vendimia

Siembra eficaz

Siembra medio
eficaz

Siembra ineficaz

0 10 20 30 40 50 60 70 80 a0 100
Frecuencia de tanques muestreados en cada clase de
eficacia

O Primera semana B Tercera semana




Frecuencia de ICV K1 Marcada en la

Dosis de Inoculacion y
eficacia de |mplantaC|on Tlnto

poblacion total viviente

100 -
90
80 -
70 -
60
50
40
30 A
20+

10

= :-’\-'_; -\.-\_-u- =t = "-"‘i":S-"-uT B

025 g/hl LSA @10 g/hl LSA

Densidad 1060 Densidad 1000



Dosis y Momento de Inoculacion

u.f.c./mL).

Linea de Prensa Continua. Poblacion de levaduras, (log.

1,E+08

1,E+07 -

LSA dosis:
100 g/HI
w50 g/HI

25 g/HI
w10 g/HI

B Yeast

1,E+06

1,E+05-

M1 M2 M3 M4 M8 M4b M

M1- Tolva

M2- después SO,
M3- prensa

M4- mosto yema
M8- Mosto de 22
M4b- Mosto mezcla

M- después clarificaciol

—




Condiciones de Conservacion

L.S.A. : levaduras desecadas, con solo un 8% de agua

Advertencias para la conservacion
Mantener bien cerrado el envase
Conservar en lugar fresco; si es posible, refrigerado

Pérdida de vitalidad:

10 % de pérdida anual a temperatura ambiente (20°C)

Aumentar la dosis

20 x 10%levlg |

10 x 10°levig |

Numero de levaduras vivas / gramo

20°C

1 2 3 4 ahos 5




La Rehidratacion de las Levaduras

LSA 25 g/hl

Rehidratacion
1kilo LSA - 10
litros agua

Agitacion

Esperar
10-15 min

l Repetir 2X '

ATra <
10°C

NO ESPERAR MAS del TIEMPO INDICADO



Recomendaciones de Rehidratacion

Evitar choques térmicos
no emplear agua < 30° C
evitar AT > 10° C, aclimatacion paulatina

Rehidratar con agua mejor que con mosto
azucar, sulfuroso, fungicidas, levaduras autoctonas

Anadir la levadura al agua y no viceversa
rehidratacion uniforme, evitar formacion de grumos

No superar 30 minutos de rehidratacion
si fuese necesario, anadir azucar (20-50 g/I) y nutrientes N,P



Momento de Inoculacion

Lo mas rapido posible

Blancos: a la obtencion del mosto, o tras el
desfangado

Rosado: a la obtencion del mosto
Tintos: al inicio del encubado

Maceracion carbonica: sobre el liquido de
fondo, reinocular después del prensado



Momento de Inoculacion

Figure n“Sa. Eficacia del levadurado directo en vinificacion en tinto. Aporte de las levaduras secas
activas desde el inicio del llenado de Ia cuba.

| It ICV K1 Marquée - Poblacion total
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Figure n”sSb. Eficacia del levadurado directo en vinificacidn en tinto.

Aporta de las levaduras secas aclivas 36 horas despuds cel llenado de la cuda

" d ICTVY K1 Marquee A - - Poblacian total
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Tiempo en dias




Comparacion entre siembra directa
y pie de cuba

Siembra eficaz

Siembra medio
eficaz

Siembra ineficaz

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Frecuencia de tanques muestreados en cada clase de eficacia

O Pie de cuba: 84 tanques B Siembra directa: 58 tanques

142 tanques diferentes de 40 bodegas, vinificacion en tinto



Analisis de Implantacion
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