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JUSTIFICACIÓN Y OBJETO

JUSTIFICACIÓN Y OBJETO DEL TRABAJO.

Un examen desde la perspectiva microbiológica de las diversas tecnologías 
aplicadas actualmente en la vinificación del mosto de uva conduce a conclusiones no 
totalmente satisfactorias. La mayoría tiene como fundamento el control primordial de 
factores físico-químicos: condiciones de presión de extracción el mosto, reducción de la 
microflora natural del mismo, siembra o no de una levadura pura seleccionada con arreglo 
a criterios científicamente no justificados, control térmico de la vinificación. Casi todo ello 
muy plausible y de resultados ciertos; sin embargo, el factor microbiológico, a mi entender, 
el más determinante de la estabilidad y peculiaridad del vino resultante, no se aborda en 
ellas con el énfasis y relevancia requeridos.

El vino es el resultado de la acción secuenciada de varias especies de levaduras que 
se desarrollan en un orden preciso establecido a partir de la microflora epifítica de la uva, 
inscrita y adherida a la piel de la pruina y la presente en el ecosistema donde se transforma 
el mosto en vino (ambiente, equipamientos de la bodega,...). Es, por tanto, un proceso 
ordenado desde dicha microflora. Tales especies se hallan condicionadas en las diferentes 
comarcas por factores ecológicos, lo mismo que lo están las variedades de vid dominantes 
en las distintas regiones de la Tierra. De todo ello se infiere que los vinos de cada comarca 
son diferentes por razones ecológicas, es decir, que estos factores condicionaran la 
presencia de unas u otras especies en la microflora epifítica original.

En el presente trabajo pretendemos abordar el estudio de la fermentación de mostos 
de la variedad Monastrell de la D.O. Jumilla, caracterizados fundamentalmente por su 
elevado contenido inicial en azúcares y la influencia que sobre el proceso va a tener la 
adición de levaduras seleccionas, tanto en mosto fresco como en mosto estéril, a fin de 
determinar tanto los cambios en el proceso fermentativo como las alteraciones que puede 
sufrir la fracción volátil en base a criterios objetivos (cinética de fermentación, contenido 
en alcoholes superiores y ésteres etílicos de alto peso molecular,...) y la influencia que las 
prácticas efectuadas van a tener sobre distintos parámetros químicos que nos pueden dar 
una idea sobre las características que pueda tener el producto final. Para ello, pretendemos 
hacer:

1.- Puesta a punto de la metodología analítica necesaria, estableciendo para ello 
tanto los criterios cualitativos que nos permitan identificar el mayor número posible de los 
componentes volátiles presentes en los productos obtenidos como las ecuaciones que nos 
permitan conocer, con la mayor precisión posible, las concentraciones que presentan cada
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uno de ellos. Para ello abordaremos la identificación y cuantificación de los componentes 
volátiles del vino por diversas vías a fin de disminuir los errores cometidos.

2.- Control de la fermentación espontánea de los mostos objeto del estudio, tanto a 
nivel microbiológico como en la cinética de fermentación y evolución en la formación de la 
fracción volátil. Esta experiencia se utilizará como punto de referencia para el resto de 
fermentaciones realizadas.

3.- Influencia de la adición de levaduras seleccionadas sobre la fermentación y 
formación de la fracción volátil de mostos naturales, tanto en función de la cepa de 
levadura empleada como de diferentes concentraciones de inoculo. Para ello emplearemos 
varias levaduras seleccionadas comercializadas en la actualidad y de fácil acceso para los 
profesionales del sector vitivinícola.

4.- Estudio de la fermentación, evolución de la población levaduriforme y 
formación de la fracción volátil en la fermentación de mosto estéril inducida tanto con 
cultivos iniciadores puros como con cultivos iniciadores mixtos. Para estas experiencia se 
emplearan las levaduras que en el apartado anterior proporcionen unos resultados más 
satisfactorios y levaduras autóctonas del mosto empleado, aisladas, identificadas y 
seleccionadas por nuestro grupo de trabajo.

3
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INTRODUCCION

1.1.- Generalidades.

El vino es una bebida conocida desde tiempos remotos; así, ya se menciona en la 
Biblia, en los relatos épicos de Homero y en documentos egipcios y asirios. Sin embargo, 
es necesario esperar hasta la Edad Media para que los alquimistas descubran su principal 
principio activo: el etanol. A finales del siglo XVII, A. van Leeuwenhoek es el primero en 
observar las levaduras en el mosto de uva y en la cerveza, pero no llega a establecer 
ninguna relación entre su presencia y el proceso fermentativo que en ellas tiene lugar. Un 
siglo después, Lavoisier publica el primer trabajo científico sobre la fermentación, aunque 
la considera como un fenómeno puramente químico. Poco después Gay-Lussac establece la 
estequiometría de la reacción. Entre 1835 y 1837 Caignard-Latour, Schwan y Kützing, 
atribuyen el proceso fermentativo a los seres microscópicos descubiertos por 
Leeuwenhoek., naciendo así la teoría vitalista que se opondría durante algunos años a la 
teoría química defendida por químicos del prestigio de Wóhler, Liebig y Berzelius. En 
1858 Pasteur acabó con la controversia demostrando la naturaleza biológica de la 
fermentación, afirmando que ésta es un proceso solidario con la actividad biológica de la 
levadura. Posteriormente publica su célebre trabajo "Etudes sur le vin" en el que analiza las 
alteraciones del vino y propone tratamientos adecuados. Este es considerado como el 
origen de la enología científica, ciencia que ha experimentado un enorme progreso hasta el 
día de hoy.

Desde los primeros años del siglo actual se han publicado numerosos trabajos 
taxonómicos y sistemáticos sobre los microorganismos específicos del vino, 
permitiéndonos alcanzar un alto grado de conocimiento sobre dicha microflora. Sin 
embargo, es a partir de 1950, gracias al desarrollo de las técnicas cromatográficas y 
enzimáticas, cuando se ha podido efectuar un análisis más profundo del vino, 
identificándose varios cientos de sus componentes y estableciéndose los procesos 
bioquímicos responsables de la transformación del mosto en vino.

Tradicionalmente, la obtención del vino ha sido un fenómeno espontáneo, inducido 
por los microorganismos autóctonos que se encuentran en la uva y en las bodegas. El 
mosto dentro del grano de uva sano e intacto está estéril y el inoculo para una 
fermentación natural o espontánea (en contraste con la fermentación iniciada por 
inoculación de un cultivo de levaduras) proviene de la población que se encuentra sobre el
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grano de uva. Las levaduras son transportadas por el viento y por los insectos (Ribereau 
Gayón et al., 1975). Las moscas de la fruta (Wolf y Benda, 1965) y las abejas (Stevic, 
1982) juegan un importante papel en su diseminación. Las levaduras se encuentran en la 
vid desde el inicio de la maduración, alcanzándose la máxima población cuando la uva 
alcanza su madurez total. El crecimiento de los microorganismos se detiene en la zona de 
contacto con la capa cuticular del grano de uva.

El número de células de levadura que hay sobre la superficie de un grano de uva 
oscila entre 103 y 106, dependiendo de la localización, condiciones sanitarias y condiciones 
climáticas, sobre todo la temperatura; el efecto de la variedad de uva es menor (Belin, 
1981). Algunos productos químicos empleados para combatir enfermedades pueden 
afectar también a su distribución (Minarik y Rigala, 1975; Hadjinicolaou, 1981; Bureau et 
a l , 1982).

Las levaduras del vino pertenecen a las clases Ascomycetes (esporógenas) y 
Deuteromycetes (no esporógenas). Los trabajos publicados muestran que el número de 
especies que están presentes en el vino con una frecuencia superior al 1% no es mayor de 
14. En su nicho ecológico, las levaduras se encuentran a menudo asociadas con hongos 
filamentosos y con bacterias lácticas y acéticas. Su aislamiento y recuento se realiza en 
medios con pH ácido, mientras que su identificación se realiza según la metodología 
propuesta por Bamett et al. (1983) y Kreger van Rij (1984), basados fundamentalmente en 
características morfológicas y fisiológicas, metabolismo de algunos azúcares y asimilación 
de diversos compuestos nitrogenados.

Sobre las uvas se encuentran esencialmente el hongo filamentoso Areobasidium 
pullulans y levaduras con metabolismo oxidativo (Rhodotorula). Además de esta última, 
predomina Hanseniaspora uvarum y su forma imperfecta, Kloeckera apiculata, 
representando todas ellas cerca del 99% de las levaduras aisladas. Metschinikowia 
pulcherrima, Pichia membranaefaciens y Hansenula anómala son menos frecuentes; otras 
especies sólo se encuentran de modo fortuito (Belin, 1982). Todos los estudios coinciden 
en señalar el bajo número de Saccharomyces cerevisiae en las uvas.

Durante las primeras horas de la fermentación se encuentran en el medio grandes 
cantidades de Hanseniaspora uvarum y Kloeckera apiculata (Ribereau Gayón et a l, 
1975) que son posteriormente sustituidas por levaduras del género Saccharomyces. La 
especie Turolopsis stellata parece ser característica de algunas regiones vitivinícolas 
(Domerq, 1957). Todos los autores están de acuerdo en la preponderancia de
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Saccharomyces cerevisiae varios días después de que se ha iniciado la fermentación 
espontánea. Saccharomyces bayanus, a menudo considerada como la levadura que acaba 
la fermentación dada su alta tolerancia al etanol (Ribereau Gayón et al., 1975) coexiste 
desde el principio con Saccharomyces cerevisiae (Bureau et a l 1982). En condiciones 
particulares, se puede inducir el crecimiento de Schizosaccharomyces o de Saccharomyces 
rosei (Lafon Lafourcade et ah, 1981). Accidentalmente se pueden encontrar 
Zygosaccharomyces, Saccharomycodes ludwigii y, en superficie, levaduras de los géneros 
Pichia y Candida.

1.2.- Área de cultivo y climatología.

La comarca vitivinícola del Vinalopó agrupa municipios de Alicante, Murcia y 
Albacete de características vitivinícolas comunes en cuanto a variedades de uva y 
condiciones climáticas y edafológicas. Existen en esta zona las denominaciones de origen 
Alicante, Jumilla, Yecla y Almansa caracterizadas por las variedades Monastrell, Garnacha 
y Bobal, siendo la primera de ellas la más importante.

La zona presenta rasgos de clima continental, aunque con indudable influencia 
mediterránea. Las precipitaciones anuales son de media 350 1/m2 y ocurren sobre todo 
durante septiembre y octubre y, en menor cuantía, en abril. En general es un clima cálido y 
con pocas precipitaciones en la época de maduración de la uva, lo que se traduce en caldos 
con mucho color y alta graduación alcohólica (Catastro Vitícola y Vinícola, 1978).

1.2.1.- Características de la variedad Monastrell.

La variedad Monastrell es la tercera de España en cuanto a superficie de viñedo 
cultivado con un 7,17 % del total. Esta variedad es propia de regiones de escasas lluvias, 
en las que se adapta muy bien, si el portainjerto es apropiado. Tiene escasa producción por 
cepa, pero con altas graduaciones. Su calidad es muy buena, superior, sin duda, a la fama 
que tiene en España. Sus vinos son de alta graduación. Es una variedad muy conocida en 
Argelia, Australia y California. Sus granos son pequeños, negros, provistos de piel gruesa 
con abundante pruina y tiene un sabor algo áspero. Su brotación tardía la defiende de las 
heladas de primavera, al igual que su maduración se retrasa con respecto a otras 
variedades. Se defiende muy bien de la podredumbre gris, pero mal del oidium y del mildiu; 
un motivo adicional, este último por el que se adapta bien a climas secos (Enciclopedia del 
vino, 1988).
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1.3.- Fermentación espontánea y fermentación controlada.

Al inicio de la fermentación espontánea existe en el mosto un claro predominio de 
levaduras apiadadas. La presencia de estas levaduras en el mosto de uva y su actividad 
fermentativa se describen ya en experiencias realizadas Tarantola (1945), Peynaud y 
Domerq (1953) y Castelli (1953). A pesar de esta bibliografía, no estaba todavía 
suficientemente claro la función que tales levaduras apiculadas podrían tener en la primera 
fase fermentativa de los mostos.

Sobre el papel desempeñado por el género Kloeckera en enología, se han 
realizados múltiples contribuciones experimentales. Tarantola (1945) afirma que tales 
levaduras eran inadecuadas para la buena marcha de la fermentación vínica. Son estos 
resultados los que llevan a pensar en técnicas tendentes a su eliminación y vislumbran, ya a 
principios de siglo, los sistemas de fermentación con levadura única (fermentación en 
pureza).

La mayoría de los adelantos que se han producido en la industria vínica (Reed y 
Nagodawithana, 1988) durante los últimos 20 años, están relacionados con el desarrollo de 
levaduras seleccionadas como starters vínicos. Numerosos autores atribuyen a las 
fermentaciones inducidas con este tipo de levaduras, ventajas como un rápido comienzo, 
una fermentación uniforme y completa, nulos o muy bajos niveles de azúcares residuales, 
eliminación de productos indeseables, un total control microbiológico del proceso (Longo 
et al., 1992), un vino de calidad más consistente (Rankine y Lloyd, 1963; Kunkee et al., 
1970, 1977), menor competencia por los nutrientes limitantes e, incluso, mayor calidad del 
producto final (Minarik et al., 1978; Cuinier, 1983).

En líneas generales, la técnica que se ha de aplicar en las fermentaciones en pureza, 
lleva implícita como primera operación el tratamiento del mosto, a fin de reducir o eliminar 
la flora autóctona y conseguir el desarrollo de la levadura seleccionada de forma que se 
pongan de manifiesto todas sus propiedades. No obstante, esta práctica no es fácil de 
realizar en las bodegas, haciendo, en muchos casos, inútil el hecho de aportar levaduras al 
vino.

Mestre y Mestre (1946) y Amerine et al. (1982) consideran que en el caso de 
inocular el mosto con una levadura starter, la flora indígena debe ser reducida por 
decantación o, mejor, por centrifugación, evitando así los costos tanto económicos como 
organolépticos que produce la pasteurización y permitiendo que la flora salvaje se
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desarrolle en alguna medida, resultando vinos con un espectro aromático más extenso.

Heard y Fleet (1985) estudian la influencia que la flora salvaje puede tener sobre 
los mostos inoculados con levaduras starters. Sus datos reflejan que las levaduras 
presentes de forma natural en el mosto realizan una contribución significativa a la 
fermentación incluso cuando el mosto es inoculado con de 105 a 106 células/ml de 
Saccharomyces cerevisiae y que por tanto, la afirmación de que la cepa inoculada suprime 
significativamente el desarrollo de las levaduras naturales durante las fermentaciones 
vínicas, no es estrictamente correcta. Usando métodos electroforéticos para diferenciar 
cepas de Saccharomyces cerevisiae (Bouix y Leveau, 1981) muestran que en algunos 
casos la cepa inoculada no es la dominante al final de la fermentación, concluyendo que "en 
las fermentaciones inducidas, el principal efecto de las Saccharomyces cerevisiae 
inoculadas es influir en el desarrollo de las cepas de Saccharomyces más que inhibir el 
crecimiento de las levaduras no -Saccharomyces".

Suárez et al., (1987) han estudiado el comportamiento de varias combinaciones de 
levaduras como Kloeckera apiculata, Hanseniaspora guilliermondii y otras en 
asociaciones binarias, ternarias y cuaternarias, operando sobre mosto natural sin adición de 
SO2. Llegaron a la conclusión de que la acción depresiva, tantas veces citada, puede ser 
consecuencia de la alteración de la composición química del mosto cuando se somete a 
tratamientos de esterilización por calor. Estas acciones no se producirían, por tanto, 
cuando se opera con sustrato natural. Suárez e íñigo (1990) argumentan que la técnica que 
se ha de aplicar en las fermentaciones en pureza lleva implícita como primera operación la 
esterilización del mosto, a fin de eliminar la flora salvaje. Una vez eliminada del sustrato, 
éste queda en condiciones de que desarrolle su actividad total la especie seleccionada. Esto 
significa, por tanto, la renuncia a cualquier tipo de efecto, tanto beneficioso como 
peijudicial, que pudiese desarrollar la flora salvaje.

Goto et al. (1992), encuentran que es incierto saber si la levadura usada como 
starter se desarrollará dominantemente en el vino, ya que dependerá en gran medida de la 
microflora presente en el mosto (no esterilizado), lo cual varía de un mosto a otro o en 
diferentes campañas. Estos autores advierten que es importante exigir que las levaduras 
usadas como starters se desarrollen en dominancia lo más pronto posible, por lo cual se 
hace necesario que la presencia de la levadura starter sea seguida a través de la 
fermentación.

En los países más recientes en la producción de vino tales como Estados Unidos,
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Australia o Sudáfrica, donde no se ha establecido una flora deseable natural, hay una 
renuncia a confiar en la fermentación espontánea y se inoculan los mostos con levaduras 
seleccionadas para inducir la fermentación (Kunkee y Goswell, 1977), eliminando o 
inhibiendo previamente la flora no deseable por pasterización o mediante la adición de 
anhídrido sulfuroso. Esto puede ser debido a la escasa tradición vitivinícola desarrollada en 
estos países, que provoca que no dispongan de una flora levaduriforme autóctona 
arraigada, ideal para una fermentación espontánea favorable.

Sin embargo, entre los enólogos europeos predomina la idea de que la fermentación 
espontánea inducida por la flora autóctona, conduce a la obtención de vinos de mejor 
aroma y bouquet (Rankine, 1968; Marcus Gomes, 1969; Suarez e Iñigo, 1990), apoyando 
la idea de que la posesión de una flora autóctona consolidada a través de una ancestral 
tradición vitivinícola produce mejores caldos si se permite su actuación espontánea.

1.4.- Ciclo de crecimiento de las levaduras y cinética de la fermentación.

Una vez efectuado el estrujado de las uvas, las levaduras que se encuentran sobre la 
superficie de los granos de la uva inoculan el mosto con una población del orden de 106 
células/ml. Durante el mantenimiento de las uvas en la bodega, la población levaduriforme 
se multiplica por un factor de 10, pero el sulfitado y la clarificación de los mostos vuelve a 
reducirlo. Sin embargo, el crecimiento de las levaduras no se detiene y en un periodo de 
tiempo relativamente corto se pueden encontrar poblaciones del orden de 107 células/ml 
una vez que se ha iniciado la fermentación (Lafon Lafourcade, 1983).

El ciclo de crecimiento de las levaduras durante la fermentación presenta tres 
etapas claramente diferenciadas:

a) fase de multiplicación limitada, con una duración de 2-5 días y en la que la 
población crece hasta 107-1 Os células/ml,

b) fase estacionaria que dura unos 8 días,

c) fase de declive, en la que la población se reduce hasta 105 células/ml. Esta fase 
puede durar varias semanas.

Como se puede ver, este ciclo se asemeja en cuanto a sus fases a la típica curva de 
crecimiento de los microorganismos (Kunkee y Amerine, 1970). Sin embargo, presenta 
varias diferencias: (1) la duración es particularmente larga, (2) el crecimiento total está
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limitado y corresponde a un crecimiento de no más de 4-5 generaciones (3) el crecimiento 
cesa antes de que se consuma todo el azúcar, (4) hay una gran desproporción entre las 
fases; particularmente, la fase de declive puede ser 3 ó 4 veces más larga que en la curva de 
crecimiento. La cinética de fermentación está estrechamente ligada a este ciclo de 
crecimiento. Así, la velocidad de fermentación es prácticamente constante y alcanza su 
máximo en el día 11. En este punto hay una elevada población de levaduras viables (107 
células/ml) pero han perdido parte de su actividad metabólica. La velocidad diaria de 
fermentación se reduce desde 15 g/1 durante los 11 primeros días hasta 5 g/1 en los 3 días 
siguientes. Si partimos de mostos con unos 320 g/1 de azúcar inicial, al cabo de 14 días de 
fermentación el medio contiene todavía unos 150 g/1. La fermentación continúa pero a una 
velocidad mucho menor, de modo que tarda unos 24 días más en utilizar 35 g/1 de azúcar 
adicionales. Al día 40, la fermentación se detiene con 100 g/1 residuales de azúcar (Lafon 
Lafourcade et a l, 1979). Estos resultados muestran que la caída en la fermentación y su 
parada no son solamente debidos a un insuficiente crecimiento en la población de 
levaduras, sino a una inhibición metabólica de éstas. En realidad, tanto el crecimiento de 
las levaduras como la fermentación están controlados desde el principio por una doble 
inhibición, denominadas inhibición por azúcar seguida por una inhibición por alcohol 
(Lafon Lafourcade, 1983).

1.5.- Efecto de las levaduras sobre las características organolépticas del vino.

La influencia de las levaduras sobre las características organolépticas del vino ha 
sido un tema estudiado desde los tiempos de Pasteur. Así, en un trabajo publicado en 1876 
sobre la cerveza, escribe: "el gusto y las propiedades de un vino dependen en gran medida 
de la naturaleza de las levaduras que se desarrollan durante la fermentación del mosto". 
Jaquemin reconoce en 1900 que las levaduras aisladas de regiones vitivinícolas de marcado 
prestigio no son suficientes para transformar un vino ordinario en un gran vino.

Las levaduras determinan la concentración de etanol y de productos secundarios de 
la fermentación en el vino. También hay levaduras que originan alteraciones desfavorables 
del vino; son especies que producen cantidades excesivas de ácido acético y acetaldehido, 
sustancias responsables del agriamiento de los vinos.

En la vinificación tradicional, la fermentación espontánea del vino está inducida por 
numerosas especies de levaduras que se desarrollan simultánea o sucesivamente. No se 
puede determinar el efecto de su metabolismo sobre la composición del vino aunque se 
conozcan sus propiedades fisiológicas, pero se conoce (Belin, 1982) que la sucesión
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Hanseniaspora uvarum,f Saccharomyces cerevisiae afecta significativamente a la 
concentración de aminoácidos del vino, de los que un 10-30% pueden ser transformados 
en alcoholes superiores.

Sin duda, es cierto que Saccharomyces cerevisiae es el principal agente de la 
fermentación. Durante mucho tiempo se ha estado de acuerdo en que las diferencias que 
producen distintas cepas de esta levadura son pequeñas (Malan, 1956). Sin embargo, se 
han seleccionado ciertas cepas debido a sus propiedades aromáticas. Estudios en diferentes 
regiones vitivinícolas han mostrado mejoras perceptibles con el empleo de estas levaduras 
(Querol et al., 1992) en las producción de vinos si la variedad de uva es "neutra", sin 
rasgos aromáticos característicos. En otros casos, los catadores perciben diferencias, pero 
las preferencias no son pronunciadas o contradictorias (Maugenet, 1981). Generalmente, 
las diferencias se suavizan durante la maduración; también hay que hacer notar que el 
tratamiento de las uvas (prensado, desfangado), las condiciones de fermentación 
(temperatura, pH) modifican la producción de sustancias volátiles por las levaduras 
(Ribereau Gayón et al., 1975; Dubourdieu et a l , 1981).

Tradicionalmente, en enología se distinguen tres tipos de aromas, (a) aroma 
primario, (b) aroma secundario de la fermentación y (c) el "bouquet" que se desarrolla 
durante el envejecimiento de los vinos (Cordonnier, 1971). Cordonnier y Bayonove 
proponen en 1981 una nueva clasificación que incluya el aroma debido a las operaciones 
prefermentarias.

El aroma primario es el aroma aportado por la uva, específico de cada variedad. El 
aroma intenso y fácilmente reconocible de las variedades moscatel de V vinífera es debido 
al linalool y al geraniol (Webb, 1970). El olor típico de las variedades americanas de V 
labrusca y de algunos de sus híbridos es debido al antranilato de metilo. Ninguna otra 
variedad parece contener un componente o grupo de ellos que sean responsables en su 
totalidad de su aroma característico, aunque el Riesling blanco, que a menudo tiene un 
aroma parecido al moscatel, contiene bajas cantidades de linalool (van Wyk et a l, 1967). 
Se han hecho esfuerzos para encontrar distintivos varietales en base a la distinta 
composición química. Por ejemplo, Muller et a l (1971) han identificado la y-lactona del 
ácido 4-etoxi-4-hidroxibutírico como uno de los componentes del aroma de los vinos 
Cabemet-Sauvignon y Ruby Cabemet.

Además de los componentes procedentes de la uva y de la fermentación, también 
hay otros cuyo origen hay que buscarlo en el proceso de envejecimiento, gracias a (a)
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fermentación maloláctica bacteriana, (b) interacción con el aire y con la madera durante el 
envejecimiento en barrica y (c) interacción con los componentes del vino en la botella, 
formando lo que se denomina "bouquet de botella”.

1.6.- Bioquímica de la formación de los compuestos volátiles del vino.

A comienzos de los años 60 se creía que el aroma de las bebidas alcohólicas estaba 
determinado por un número reducido de componentes, prestándose una atención especial a 
la formación de los alcoholes superiores durante la fermentación; a su vez, la cromatografía 
en fase gaseosa indicaba que estos componentes eran los mayoritarios en la fracción 
volátil. A lo largo de estos años, los investigadores especulaban con la posibilidad de que 
un componente o un grupo de ellos pudiesen determinar el aroma típico de cada tipo de 
bebida. Sin embargo, en los últimos 30 años, la forma de abordar el estudio de la fracción 
volátil de las bebidas alcohólicas ha cambiado radicalmente. Así, se sabe que los 
componentes de esta fracción (alcoholes, ésteres, aldehidos, cetonas, ácidos,...) 
desempeñan un papel muy importante en la evaluación cualitativa de este tipo de 
alimentos.

Los listados de componentes volátiles del vino publicados hasta la fecha se 
caracterizan por el hecho de que cada componente puede encontrarse en un rango muy 
amplio de concentraciones. Varios estudios han mostrado que una parte de estas sustancias 
ya se encuentran presentes en las uvas (Ribereau-Gayon et a l , 1975; Rapp y Hastrich, 
1976; Schreier et a l, 1976a), pero muchas de ellas son transformadas durante la 
fermentación, periodo en el que también se forman de novo gran número de componentes 
(Weeby Muller, 1972; Amerine et a l, 1972; Schreier, 1979; Williams, 1982).

A lo largo de los años se han efectuado numerosos trabajos para determinar los 
mecanismos bioquímicos que permitan establecer las rutas metabólicas de formación de los 
compuestos volátiles del vino, trabajos que ponen de manifiesto que en el aroma del vino 
se refleja tanto el metabolismo de la uva como los cambios que ocurren a lo largo de la 
fermentación alcohólica.

1.6 . 1. -  Alcoholes superiores.

Los alcoholes superiores están presentes en concentraciones del orden de 300-500 
mg/1. Cuantitativamente son los constituyentes más importantes del aroma del vino, pero se 
está de acuerdo en que disminuyen la calidad de un vino cuando se encuentran presentes en 
concentraciones elevadas (Wagener y Wagener, 1968; Ribereau Gayón et a l, 1975). Este

13



INTRODUCCIÓN

grupo incluye alcoholes alifáticos como el 1-propanol, el 2-metil-l-propanol, el 2-metil-l - 
butanol y el 3-metil-l-butanol y alcoholes aromáticos, de los que el más importante es el 2- 
feniletanol. Su concentración es variable y pueden ser reconocidos por su gusto y olor 
fuerte y pungente. Su síntesis se lleva a cabo durante la fase de crecimiento exponencial de 
las levaduras (Vollbrecht y Radler, 1973) y su concentración relativa depende de las 
fuentes de nitrógeno presentes en el medio, aunque también es función de la especie de 
levadura (Cabrera et a l , 1988; Mateo et a l, 1991), e incluso la cepa (Webb y Kepner, 
1961; Rankine, 1967; Sponholz y Dittrich, 1974; Singh y Kunkee, 1976; Mateo et a l , 
1992), del transcurso de la fermentación, pH, temperatura y técnica de vinificación 
(Bertrand, 1978).

El mecanismo de su síntesis ha sido objeto de numerosos trabajos entre los que 
caben destacar los publicados por Áyrápáá (1971, 1973), Usseglio Tomasset (1971) y 
Webb (1973). Los alcoholes superiores con origen fermentativo pueden formarse por dos 
vías: (a) por una vía biosintética anabólica a partir de azúcares o (b) por una vía catabólica 
a partir de aminoácidos exógenos (Áyrápáa, 1973) (Figura 1.1); en ambos casos aparecen 
como intermediarios a-cetoácidos. Guymon et a l (1964) demuestran que el 1-propanol y 
los alcoholes ramificados de 4 y 5 átomos de carbono se forman a partir del metabolismo 
de la valina, leucina e isoleucina. El ácido 2-oxobutírico es el intermediario de la formación 
del 1-propanol, pero también se ha encontrado como intermediario en la síntesis de la 
isoleucina y en la formación de 2-metil-l-butanol.

Como ya se ha apuntado, los alcoholes superiores pueden formarse a partir de 
azúcares. De acuerdo con Webb e Ingraham (1963), el 2-metil-l-propanol se origina a 
partir del ácido pirúvico por medio del ácido 2-oxoisovaleriánico. Según el mecanismo 
propuesto el 2-metil-l-butanol se origina a partir del ácido 2-oxoisovaleriánico vía ácido 2- 
oxo-3-metilvaleriánico (Figura 1.2).Reazin et a l (1973) examinan el efecto de la treonina e 
isoleucina sobre la síntesis de alcoholes superiores y encuentran que, de un modo casi 
exclusivo, el 2-metil-l-butanol se origina a partir de isoleucina en fermentaciones con 
Saccharomyces cerevisiae; por el contrario, la treonina origina 1-propanol, 2-metil-l - 
butanol y 3-metil-l-butanol. Las reacciones bioquímicas implicadas en el metabolismo de la 
treonina, leucina e isoleucina se muestran en la figura 1.3. En la vía A, cuyo producto final 
es el 1-propanol, la treonina origina ácido 2-amino-2-butenoico por acción de la treonina 
deshidratasa que posteriormente se desamina a ácido 2-oxobutírico, un intermediario en la 
formación del 1-propanol. La ruta B conduce a la formación de 2-metil-l-butanol. El ácido 
2-amino-2-butenoico se desamina a ácido 2-oxobutírico activado, que a su vez reacciona
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Figura 1.2.- Esquem a de la síntesis de los alcoholes superiores.
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con acetil-Co A para formar acetohidroxibutil-Co A, un intermediario en la transformación 
de carbohidratos a 2-metil-l-butanol e isoleucina. El oxoácido correspondiente a la 
isoleucina, denominado ácido 2-oxo-3-metilvaleriánico actúa como un intermediario en la 
formación de 2-metil-l-butanol a partir de la isoleucina y la treonina (Guerzoni et a l , 
1985)

El 3-metil-l-butanol es el producto final de la vía C. El ácido 2-amino-3- 
oxobutírico, lábil, formado por acción de la treonina deshidratasa, es fácilmente 
desaminado para formar aminoacetona que reacciona para originar metilglioxal, el cual es 
oxidado a ácido pirúvico y se combina con acetil-Co A para formar ácido 2-acetoláctico, 
que actúa como intermediario en la formación de leucina y 3-metil-l-butanol. Todos los 
oxoácidos que aparecen como intermediarios en la formación de los alcoholes superiores 
han sido identificados tanto en las células de levadura como en las soluciones fermentadas 
(Suomalainen y Keránen, 1967; Ronkainen et al., 1970).

Los alcoholes superiores también se originan como productos del metabolismo 
bacteriano; el 2-butanol puede tener este origen, encontrándose en vinos alterados por 
hongos y bacterias (Hieke, 1972). Hieke y Vollbrecht (1974) observan que algunas 
especies del género Lactobacillus producen 1-propanol y 2-butanol. Posiblemente, el 2- 
butanol se forma por reducción directa de un compuesto cuya cadena hidrocarbonada 
permanezca intacta; un posible precursor puede ser el 2,3-butanodiol.

La formación de alcoholes superiores a lo largo de la fermentación depende de la 
especie de levadura (Cabrera et al., 1988; Mateo et al., 1991) e incluso de la variedad de 
levadura (Mateo et a l , 1992). Existe una clara relación entre la actividad alcohol 
deshidrogenasa específica para ciertos alcoholes y la formación de éstos (Singh y Kunkee, 
1976; Millan y Ortega, 1988). Este hecho permite predecir la capacidad de algunas 
levaduras para producir alcoholes superiores. Las especies Saccharomyces bayanus, 
Saccharomyces ellipsoideus, Saccharomyces chevalieri y Saccharomyces baillii producen 
grandes cantidades de alcoholes superiores, mientras que los representantes de los géneros 
Turolopsis, Kloeckera, Brettanomyces y Schizosaccharomyces se sitúan en el extremo 
opuesto. La especie de levadura juega un papel importante en la formación de 2- 
feniletanol. Así, Kloeckera apiculata, Metchnikowia pulcherrima, Hansenula anómala y 
Rhodotorula producen grandes cantidades de este alcohol (Mateo et al., 1991), lo que 
puede explicar parte de las diferencias en las propiedades organolépticas que presentan los 
vinos obtenidos por fermentación espontánea (Sponholz y Dittrich, 1974).
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Las mutaciones también pueden afectar a la formación de alcoholes superiores. 
Guymon et al. (1964) encuentran que, mientras un muíante de una cepa Thr- de 
Saccharomyces cerevisiae no produce ni 1-propanol ni 2-metil-l-butanol, los restantes 
mutantes estudiados pueden formar ambos alcoholes. Webb y Kepner (1961) encuentran el 
mismo hecho con cultivos puros de Saccharomyces cerevisiae. La levadura Burgundy 
produce elevadas cantidades de 1-propanol y, correspondientemente, menos 3-metil-l- 
butanol. Por el contrario, la cepa Montrachet produce una cantidad normal de 1-propanol 
y relativamente más 3-metil-l-butanol.

La infección con Botrytis cinérea produce una disminución en la concentración de 
tiamina, lo cual a su vez se traduce en una mayor degradación de aminoácidos y, 
consecuentemente, un incremento en la concentración de alcoholes superiores (Dittrich y 
Sponholz, 1975).

La cantidad y la naturaleza de los nutrientes también afecta a la formación de 
alcoholes superiores. De acuerdo con Áyrápáá (1973), la cantidad de alcoholes formada es 
función del contenido en nitrógeno del medio a baja concentración de este elemento. A 
elevadas concentraciones, pero capaces de limitar el crecimiento de las levaduras por su 
accesibilidad, las cantidades de alcoholes decrecen proporcionalmente al incremento en la 
concentración de nitrógeno del medio. En presencia de un exceso de nitrógeno, la 
formación de alcoholes superiores es reducida y relativamente independiente de la 
concentración de compuestos de nitrógeno en el medio. La formación de 1-propanol no 
parece seguir unas reglas concretas pero, a concentraciones limitantes de fuentes de 
nitrógeno, se incrementa con el contenido de este elemento y, a concentraciones elevadas, 
se produce en grandes cantidades independientemente del contenido en nitrógeno del 
medio.

La temperatura de fermentación también influye en la formación de alcoholes 
superiores; la temperatura óptima es 30°C. Las cantidades de 1-propanol y 2-metil-l- 
butanol formaos están claramente influidas por la temperatura en el rango 25-3 5°C. Por 
otra parte, las cantidades formadas de 2-metil-1-propanol y 3-metil-l-butanol son 
prácticamente insensibles a la temperatura del medio (Parfait y Jouret, 1975). Áyrápáa 
(1971) observa que Saccharomyces carlsbergensis produce elevadas cantidades de 
alcoholes superiores a 20°C, pero la producción es máxima a 28°C.
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1.6 .2  - Á cidos grasos.

L os ácidos grasos de 4  a 6  átom os de carbono afectan al aroma del vino a pesar de  

su reducida concentración (W ebb et a l,  1967). L os ácidos grasos de 6, 8 y 10 átom os de  

carbono también participan del aroma del vino y  están presentes en concentraciones 

relativamente m ayores (Drawert eí a l,  1974). La concentración de estos com ponentes  

depende de la especie de levadura (U sseg lio  T om asset, 1967).

El acetil-C o A  actúa com o punto de partida en la b iosíntesis de lo s  ácidos grasos en 

las levaduras. Se origina por descarboxilación oxidativa del ácido pirúvico en el 

catabolism o aeróbico de los azúcares (Lynen, 1973). Por m edio de la acción de la 

carboxilasa, la reacción prosigue con  la síntesis de m alonil-Co A  (Figura 1.4). L os ácidos  

grasos de cadena larga se forman con ayuda de acetil-C o A, m alonil-Co A  y N A D P H . La 

reacción tiene lugar con  la intervención de un com plejo m ultienzim ático que une el 

m alonil-C oA  y el acetil-C o A. El acetil-C o A  es sustituido por el propionil-C o A  en la 

form ación de ácidos grasos de número impar de átom os de carbono. L os ácidos grasos 

insaturados se forman a partir del ácido graso saturado correspondiente por vía del 

palmitil-Co A  y estearil-C o A  en presencia de oxígeno m olecular y  N A D P H  (B loom field  y 

B loch, 1960). El primer paso de la reacción e s  la activación del ácido graso para formar un 

acil-Co A. En el siguiente paso, se produce una desaturación en posición  9 -10 , 

transcurriendo la reacción del m odo siguiente

Co A, ATP, Mg2+

Á cido p a lm ítico -------------->  Palm itil-Co A

0 2 , NADPH

Palm itil-Co A -------------->[oxopalm itil-C o A]

[oxopalm itil-C o A ]  >Palm itoleil-C o A

Tiolasa

Palm itoleil-C o A  >  Á cido palm itoleico + Co A

B loom fíed  y B loch  (1 9 6 0 ) también examinan el papel de la biotina en estas 

reacciones. Una deficiencia de biotina, aunque no tiene efecto  alguno sobre el grado de 

insaturación, disminuye la cantidad de ácidos grasos e incrementa la síntesis de esteróles; la
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deficiencia de biotina bajo condiciones de aerobiosis incrementa la síntesis de ácidos grasos 
mayores de 16 átomos de carbono a expensas de las ácidos grasos Ci8. Como ya hemos 
dicho, la formación de ácidos grasos insaturados es un proceso aeróbico. En condiciones 
de anaerobiosis, el contenido de los ácidos grasos insaturados oleico y palmitoleico 
disminuyen a menos de la mitad de su valor original. También se observa un incremento en 
la concentración de ácido palmítico paralelamente al descenso en la concentración de ácido 
palmitoléico, pero no se ha encontrado ninguna relación entre los contenidos de los ácidos 
oléico y esteárico.

1.6.3.- Ésteres.

Los ésteres etílicos de más de seis átomos de carbono son elementos deseables del 
aroma de los vinos, a los que confieren un aroma afrutado. Se han identificado un elevado 
número de estos componentes (Webb, 1967; Cordonnier, 1971; Schreier y Drawert, 1974; 
Bertrand, 1975). Por el contrario, el acetato de etilo confiere un olor desagradable que es 
específicamente avinagrado. Sin embargo, el umbral de percepción es generalmente mayor 
que la concentración que normalmente forman las levaduras.

La síntesis de ésteres por parte de las levaduras ha sido objeto de numerosas 
polémicas (Figura 1.5). Un posible mecanismo se basa en las observaciones de Nordstrom 
(1964), en el cual un acil-Co A actúa como precursor en la síntesis de ésteres. Durante la 
fermentación, las levaduras producen acil-Co A, bien por activación de un ácido graso, 
bien por descarboxilación oxidativa de un cetoácido. Estos dos mecanismos difieren 
principalmente por sus requerimientos energéticos; el primero necesita ATP mientras el 
segundo no. Más aun, en la síntesis de ésteres, así como en la síntesis de ácidos grasos, la 
elongación de la cadena tiene lugar por unión de malonil-Co A con el acil-Co A en un 
complejo multienzimático, dando lugar a una cadena con dos átomos de carbono más. La 
alcoholisis da lugar a un éster mientras que la hidrólisis origina un ácido graso.

Nordstrom (1964) observa que los ácidos de cadena lineal C4-Cn forman sus 
correspondientes ésteres durante la fermentación, mientras que los ácidos fórmico, 
propiónico y los ramificados C4-C5 no. De acuerdo con Áyrápáa (1973), ácidos grasos 
insaturados con configuración cis-9 disminuyen la formación de ésteres, mientras que el 
ácido fra»s-9-octadecenóico tiene el efecto opuesto. Observa que la adición de 1-butanol, 
3-metil-l-butanol, 1-hexanol y 1-heptanol incrementa la formación de sus correspondientes 
acetatos. Se observa que la adición de 2-metil-1-propanol y 3-metil-l-butanol al medio con 
Saccharomyces cerevisiae provoca la formación de acetato de isobutilo y acetato de
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isoam ilo. M ientras investigaban por qué no se forman ésteres de ácidos m ayores que el 

acético encuentran que la adición de 1 -propanol impide la form ación de ácidos superiores 

al acético.

Activación de los ácidos monocarboxüicos:

R-COOH + ATP + CoA^SH  > R-CO-SCoA + AMP + PPi + H20

Descarboxilación oxidativa de los 2-oxo ácidos:

R-COCOOH + NAD + CoA-SH --------------------> R-CO-SCoA + NADH + C 0 2

Síntesis a partir de intermedíanos de ácidos de larga cadena:

H C-CO-SCoA ^  Bl0tma cq2.n> h 2C-CO-SCoA

COO"

HoC-COSCoA
R-CO~SCoA + I + 2 NADH2 ----------> R-CH2 -CH9 - CO-SCoA +

COO" 2
+ CoA-SH + 2 NAD + C 0 2 + H20

Los ésteres se forman por alcoholisis de los compuestos de acil-CoA:

R-CO-SCoA + R 'O H ------------------------------> R-COOR' + CoA-SH

Figura 1.5.- Form ación de ésteres de ácidos alifáticos m onocarboxílicos.

Párfait et al. (1 9 7 2 ), trabajando con  Pichia membranaefaciens, Hansenula 
anómala, Schizosaccharomyces pombe, Candida krusei y Saccharomyces cerevisiae 
examina el papel de estas levaduras en la form ación de ésteres. Schizosaccharomyces 
pombe forma las m ayores cantidades de ésteres mientras que Candida krusei la menor. 

Estudiando el e fecto  de la destilación sobre el aroma en soluciones azucaradas 

fermentadas, Suomalainen y Nykánen (1 9 6 6 ) encuentran que la destilación en presencia de 

levaduras incrementa el contenido en algunos ésteres, particularmente los ésteres de los 

ácidos octanoico, decanoico y palm itoleico. Parfait et al. (1 9 7 2 ) observan el m ism o efecto  

al estudiar los ésteres del ron.
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La biosíntesis de ésteres depende de la aireación del mosto, la temperatura de 
fermentación, la técnica de vinificación (Bertrand, 1975), pero también de la fertilización 
de las viñas y la madurez de las uvas (Houtman et a l , 1980). Los vinos obtenidos a partir 
de mostos infectados con Botrytis cinérea contienen ésteres de cetohidroxiácidos y ácidos 
dicarboxílicos que no se encuentran en vinos obtenidos de uvas maduras (Schreier et a l , 
1976b). En vinos de Jerez se puede encontrar altas concentraciones de acetato de etilo, 
succinato de dietilo y 4-hidroxibutirato de etilo (Webb et a l, 1967) que parecen ser 
específicas del aroma de este vino.

I.6.4.- Aldehidos.

La fracción del aroma de las bebidas alcohólicas más volátil está formada por 
compuestos carbonílicos. Evidentemente, las mayores cantidades de acetaldehido y otros 
aldehidos alifáticos de cadena corta se forman durante la fermentación. Junto con los 2- 
cetoácidos son los precursores de la reacción bioquímica que da lugar a la síntesis de los 
alcoholes superiores. Suomalainen (1967a, 1967b) ha demostrado que los aldehidos y los 
cetoácidos son esenciales para la síntesis de aminoácidos, así como para la formación de 
alcoholes superiores. Se forman dentro de la levadura y son secretados al medio. Además 
de estas reacciones, la oxidación de los alcoholes, la degradación oxidativa de Strecker de 
los aminoácidos y la autooxidación de los ácidos grasos pueden producir también 
aldehidos. Así, en vinos de Jerez, el etanol es lentamente oxidado por el aire para formar 
acetaldehido; esta reacción tiene lugar durante el proceso de solera.

El acetaldehido es el componente más importante y representa más del 90% del 
contenido total de aldehidos en vinos y destilados. Wucherpfenning y Semmler (1973) 
observan que los vinos blancos contienen 74-118 mg/1 de acetaldehido, mientras que en 
tintos la concentración oscila entre 34-94 mg/1.

1.6.5 - Dicetonas vecinales.

Las dicetonas vecinales 2,3-butanodiona (diacetilo) y 2,3-pentanodiona son 
componentes importantes del aroma del vino y destilados debido, entre otras cosas, a su 
bajo umbral de percepción. El mecanismo de síntesis de la 2,3-butanodiona durante la 
fermentación ha sido propuesto a fines de los 70. La ruta metabólica sugerida implica, 
inicialmente, la formación de acetolactato y su degradación a 2-hidroxi-3-butanona, pero 
este mecanismo no ha podido ser confirmado experimentalmente. Por el contrario, sí se ha 
demostrado (Portno, 1966) que la 2,3-butanodiona no se forma por oxidación de la 2-
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hidroxi-3 -butanona en la fermentación.

De acuerdo con Suomalainen y Ronkainen (1968), la 2,3-butanodiona se forma 
fuera de la célula por descomposición espontánea del 2-acetolactato, que es segregado al 
medio por las células. El 2-acetolactato es un intermediario en la síntesis del 2- 
cetoisovalerianato, que, a su vez, es un precursor de la formación de valina, leucina y 2- 
metil-1-propanol.

Se ha propuesto otro mecanismo para la formación de la 2,3-butanodiona (Inoue, 
1974). Su etapa principal implica una descarboxilación oxidativa del 2-acetolactato para 
producir 2,3-butanodiona. También se ha demostrado que la descomposición del 2- 
acetolactato en el medio de fermentación tiene lugar a una velocidad definida bajo 
condiciones aeróbicas y anaeróbicas, pero se incrementa con un descenso de la 
temperatura o un incremento en la acidez del medio. La descomposición sigue una cinética 
de la; orden y no hay diferencias en la velocidad de descomposición del 2-acetolactato y 
del 2-aceto-2-hidroxibutirato para producir, respectivamente, 2,3-butanodiona y 2,3- 
pentanodiona.

1.6.6.- Lactonas.

Las y- y 6-lactonas son componentes importantes del aroma de varios alimentos. 
En este sentido, Maga (1976) publica una detallada revisión. Sin embargo, excepto en un 
caso, hasta el momento sólo se han identificado y-lactonas en vinos (Muller et a l, 1973).

La y-butirolactona fue identificada en primer lugar en vinos de Jerez (Webb y 
Kepner, 1962) y posteriormente en vinos Riesling (Van Wyk et a l, 1967); en la actualidad 
se ha detectado en todos los vinos estudiados (Schreier, 1979). Se considera que el ácido 
glutámico es el precursor de su síntesis (Pietruszko y Fowden, 1961).

La pantolactona parece ser exclusiva de los vinos de Jerez (Webb et a l, 1967; 
Masuda y Nishimura, 1971). Muller et a l (1973) proponen que este compuesto se forma 
reducción de la 2-cetopantolil-lactona. La pantolactona, junto con su forma isomérica, la y- 
lactona del ácido 4,5-dihidroxihexanoico, no han podido se detectadas en vinos blancos.

El metabolismo de las levaduras desempeña un papel importante en la formación de 
las lactonas en vinos. Los productos intermediarios, el ácido 4-oxobutanoico 
(succinsemialdehido) y el 2-cetoglutarato, juegan un papel esencial (Muller et a l, 1973). 
Más aún, el ácido 4-oxobutanoico parece ser la clave de la vía de síntesis. La reacción
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directa de este compuesto con alcoholes conduce a la formación de alcoxilactonas, 
posiblemente vía los correspondiente acétales o hemiacetales. La condensación "cabeza- 
cabeza" con a-cetoácidos y una descarboxilación posterior origina la aparición de las 
correspondientes acil-lactonas. Este mecanismo es meramente hipotético, careciendo de 
evidencias experimentales de la ruta propuesta.

Varias y-lactonas se caracterizan por su remarcable eficiencia aromática. Keith y 
Powers (1968), así como Siek et a l (1971) establecen correlaciones entre los umbrales de 
percepción de las y-lactonas y el tamaño de su cadena. Esta longitud también afecta a las 
características de olor y gusto. La posibilidad de que el carácter varietal de diferentes vinos 
esté influenciado por lactonas con cadenas de longitud variable parece tener una escasa 
importancia (Muller et a l , 1973).

1.6.7.- Aminas v N-acetilaminas.

Las investigaciones llevadas a cabo sobre el contenido en compuestos de nitrógeno 
en vinos han revelado que, además de aminoácidos y sus formas supramoleculares, existen 
otros compuestos que contribuyen al contenido total de nitrógeno. Una parte de este 
nitrógeno procede de las aminas. Después de los primeros trabajos sobre la presencia en 
vinos de histamina (Marquardt et a l, 1963; Schneyder, 1973) y otras aminas (Drawert, 
1965), se han llevado a cabo numerosas investigaciones en busca de estas sustancias en 
bebidas alcohólicas (Schneyder, 1973). Otra porción de compuestos que contienen 
nitrógeno está formada por componentes con estructura de amida. Por medio de la 
cromatografía de gases se han identificado varias N-acetilaminas en vinos. Schreier et a l 
(1975) detectan acetamidas secundarias en fermentaciones modelo, las cuales se originan 
en el curso de la fermentación a partir de aminas primarias y no según la reacción 
aminoácidos Ácido N-acetiamínico N-acetilamina. La reacción catalizada por la 
aminoacetilasa exhibe una especificidad relativamente elevada para producir 2- y 3- 
metilbutilamina, mientras que sólo se acetilan pequeñas cantidades de 2-fenetilamina. Las 
aminas alifáticas de cadena larga únicamente se forman en cantidades de traza.

1.6.8.- Compuestos de azufre.

Entre los compuestos responsables del carácter aromático, son especialmente 
importantes aquellos que tienen un bajo umbral de percepción. A este grupo pertenecen los 
compuestos orgánicos volátiles que contienen azufre. Con umbrales de percepción de 1 0 -9  

% en peso o menos (Stahl, 1973), estos compuestos pueden ser considerados como parte
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integrante del aroma de muchos alimentos. En los últimos años se han hecho grandes 
esfuerzos para identificar este tipo de sustancias en numerosos sustratos. Sin embargo, 
dada su concentración extremadamente baja, estos trabajos no han dado fruto hasta la 
introducción de los detectores fotométricos de llama (FPD) en la cromatografía de gases 
(Schutte, 1974). Esta técnica selectiva de análisis puede detectar hasta 1 0 -1 3 %  en peso de 
sustancias volátiles, de modo que han podido identificarse en alimentos numerosos 
compuestos que contienen azufre. Utilizando la inyección "on-column", más adecuada para 
compuestos muy volátiles (Schreier et al., 1974), se han detectado en vinos distintos 
componentes que contienen azufre, como el H2S y otros sulfiiros. El sulfuro de dimetilo se 
encuentra en vinos blancos con una concentración de 0-400 pg/1. A lo largo de la 
fermentación, el H2S procede fundamentalmente de azufre inorgánico; sin embargo, en 
casos especiales, puede originarse también a partir de cisterna por desulfhidratación vía 
ácido a-aminoacrílico, actuando como coenzima el fosfato de piridoxal.

El sulfuro de dimetilo, el principal componente de los sulfuros volátiles, puede ser 
formado por las levaduras a partir de cisteína, cistina y glutatión. Los conceptos iniciales 
de Brenner et a l (1955) que implicaban una síntesis a partir de la metionina deben ser 
revisados, debido a los resultados obtenidos por varios grupos con fermentaciones modelo 
(Bárwald y Kliem, 1971; Schreier et a l, 1976). Los trabajos de Schreier et a l (1974) 
establecen que el 3-(metiltio)- 1-propanol, el componente que contiene azufre más 
importante cuantitativamente en vinos (0.5-2 mg/1), sí se origina a partir de la metionina vía 
metionol. Se han detectado el acetato de 3-(metiltio)-l-propilo y la 2-metiltiofen-3-ona 
como productos secundarios de la formación del metionol. La explicación de la formación 
de compuestos cíclicos es más compleja. Generalmente, los derivados del tiofeno se 
forman en los alimentos cuando se cocinan, por reacción de cisteína con compuestos a- 
dicarbonílicos (Walradt y Lindasy, 1970). Así, el derivado se identifica después de la 
reacción de la cisteína (o cistina) con piruvaldehido a elevadas temperaturas (Kato et a l, 
1973). La 2-metiltiofen-3-ona también se forma en un proceso en el que interviene H2S, 
por ejemplo, durante la interacción de la 4-hidroxi-5-metil-3(2H)-furanona con H2S (Van 
der Ouweland y Peer, 1975).

1.6.9.- Compuestos fenólicos volátiles.

El interés sobre los fenoles como constituyentes de la fracción volátil de las bebidas 
alcohólicas obtenidas por fermentación ha ido en continuo aumento desde que Braus y 
Miller (1958) identificaron guayacol, 4-metil-guayacol, 4-etil-guayacol, fenol, o-cresol y 
vanillina en la fracción volátil de los destilados para obtener whisky. Steinke y Paulson
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(1964) proponen que el 4-vinil-guayacol y el 4-vinil-fenol, detectados en varios vinos, 
pueden originarse a partir de los ácidos /?-cumárico y ferúlico por descarboxilación, que 
puede ser provocada enzimáticamente por bacterias y levaduras (Albagnac, 1975). Este 
tipo de compuestos también pueden aparecer como intermediarios en la formación de los 
análogos etílicos.

Excepto la acetovanillona, el resto de componentes fenólicos volátiles se detectan 
en vinos, pero no en uvas. Estos compuestos pueden originarse como productos del 
metabolismo de bacterias y levaduras, o bien por rotura de los polifenoles que se 
encuentran en uvas.

1.7.- Análisis de la fracción volátil del vino.

La aplicación de la cromatografía en fase gaseosa ha permitido la identificación de 
más de 400 sustancias que aparecen en el vino como consecuencia de la fermentación, 
algunas de las cuales están presentes en trazas, aunque sólo se conoce el efecto de algunas 
de ellas en el aroma.

Sin embargo, a veces es importante utilizar el olfato humano "acoplado" a la 
cromatografía de gases, ya que puede ser mejor detector de compuestos. También 
aparecen dificultades cuando se intenta asociar la presencia de un/varios componentes con 
la propiedad que denominamos "aroma del vino". Algunos de los componentes presentan 
umbrales de percepción extremadamente bajos y concentraciones muy reducidas, casi 
indetectables con los medios físico-químicos de los que se dispone en la actualidad. Por 
otra parte, estos compuestos son a menudo extremadamente volátiles, por lo que esta 
cualidad solamente puede ser apreciada por un catador experimentado, que puede detectar 
los cambios (para bueno o para malo) que a menudo ocurren cuando se deja a un vino 
"respirar" después que se ha descorchado una botella.

1.7.1.- Análisis sensorial.

Se denomina análisis sensorial al examen de las propiedades organolépticas de un 
producto realizado con los órganos de los sentidos.

En el momento en que una pequeña porción de vino se contempla, se huele o se 
introduce en la boca, se desencadenan una serie de efectos que están relacionados entre sí 
y que dependen de la calidad, intensidad y duración del estímulo, de la modalidad de la 
sensación producida, de las características de los receptores sensoriales y de la atención y
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conocimientos básicos del individuo (Cabezudo, 1982). El éxito del análisis sensorial 
depende de que se logre la mayor proximidad entre la calidad e intensidad del estímulo y la 
respuesta dada por el individuo a la sensación percibida.

El análisis sensorial presenta inconvenientes debido a la subjetividad de la 
información que proporciona y a la imposibilidad de cuantifícar, por lo que siempre es 
necesario complementarlo con otras medidas objetivas, bien por vía química o 
instrumental.

1.7.2.- Análisis por vía química.

La gran mayoría de los análisis químicos de la fracción volátil, fundamentalmente 
volumétricos, proporcionan una información global sobre la misma, o bien sobre un grupo 
de compuestos químicamente afines. Aunque esta información pueda no estar directamente 
relacionada con la calidad del aroma, resulta útil si se utiliza adecuadamente para ciertos 
objetivos concretos, como el estudio comparativo del contenido total en sustancias 
volátiles de distintos vinos o la comparación de los efectos producidos por los diferentes 
procesos a que se somete el vino. Entre estos métodos de análisis cabe destacar los de 
determinación de ésteres totales (método Peynaud), aldehidos (Método de Jaulmes y 
Hamelle), acidez volátil (método Duclaux-Gayon), grado alcohólico (método Nicloux), 
alcoholes superiores (método Guymon-Heitz) (Ribereau-Gayon et a l, 1972).

Frente al análisis sensorial, estos métodos presentan la ventaja de evitar la 
subjetividad de las evaluaciones organolépticas, y respecto a los métodos cromatográficos 
la de su mayor rapidez. Su principal inconveniente es que los resultados obtenidos están 
determinados por los compuestos mayoritarios de las fracciones analizadas, que en muchos 
casos tienen una repercusión pequeña o nula sobre el aroma del vino.

1.7.3.- Análisis por cromatografía de gases.

El estudio individual de los componentes de la fracción aromática de los vinos 
requiere el empleo de una técnica separativa; la más empleada en la actualidad es la 
cromatografía gaseosa por ser idónea para la separación de sustancias volátiles presentes 
en bajas concentraciones y posterior cuantificación, ya que se disponen de detectores muy 
sensibles. No obstante, la baja concentración de la mayoría de los compuestos volátiles 
suele requerir una concentración previa a la separación cromatográfíca.

De este modo, para realizar el análisis individualizado de la fracción volátil de los
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vinos, se requieren varias etapas bien definidas:
a) Extracción de la fracción volátil del vino.
b) Concentración de dicha fracción.
c) Separación e identificación de los componentes que la forman.

Las técnicas de extracción más utilizadas son la extracción de componentes 
volátiles con disolventes orgánicos y concentración del extracto y la extracción por arrastre 
con una corriente de gas inerte.

La separación de los compuestos se realiza fundamentalmente por cromatografía 
gaseosa.

La identificación suele efectuarse por espectrometría de masas. También resulta de 
mucha ayuda la identificación por técnicas exclusivamente cromatográfícas, como el 
estudio comparativo de los tiempos de retención en disoluciones patrón y en el extracto 
analizado o el enriquecimiento de la muestra con patrones.

1.8.- Métodos de extracción de los compuestos volátiles del vino.

En los últimos años se han publicado varias revisiones comparativas sobre los 
principales métodos de extracción de compuestos volátiles en vinos (Gassiot et a l, 1982; 
Mesías y Ough, 1985; Etievant et a l 1987; Blanch et al., 1991). Los principales métodos 
son:

1.8.1.- Invección directa del vino.

Se utiliza para determinar compuestos que se encuentran en el vino a una 
concentración superior a 10 mg/1. El principal inconveniente que presenta es que 
introducimos en el cromatógrafo de gases sustancias poco o nada volátiles que deterioran 
rápidamente el sistema de inyección, originando "artefactos" en los cromatogramas y una 
línea base más inestable.

1.8.2.- Destilación.

Se toma un volumen de vino y se destila a presión ambiente en un aparato de 
destilación de vidrio normalizado, recogiéndose el destilado que se obtiene entre 89 y 93°C 
que es analizado en el cromatógrafo de gases.

Mediante este procedimiento se concentran unas siete veces los componentes que
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aparecen en la zona media del cromatograma respecto a la inyección directa, excepto en el 
caso del 1-butanol, para el que no se consigue un incremento notable de su concentración 
en el destilado, sin que se conozcan bien las causas (Gassiot et a l , 1982).

1.8.3.-Desmixtura.

Se trata de un método de separación consistente en la formación de dos fases a 
partir de una mezcla homogénea de agua y un disolvente orgánico por adición de sales 
minerales. En el vino, la fase orgánica contiene fundamentalmente etanol y compuestos 
más solubles en éste que en agua (fenoles, alcoholes, ésteres...). La teoría de la desmixtura 
aplicada a vinos ha sido descrita ampliamente por Singleton (1961), destacando la 
importancia que juega el pH en el proceso.

Bertrand (1971) pone 300 cm3 de vino, 37 g de (NH^SC^ y 5 g de NaH2PC>4 en 
un matraz redondo de cuello estrecho, se agita 10 minutos y se deja en reposo. Al cabo de 
2 horas se separa en el cuello del balón una fase orgánica de aproximadamente 1 cc., que 
se introduce directamente en el cromatógrafo. La abundancia de compuestos fenólicos en 
la muestra hace necesaria la limpieza frecuente de la cámara de inyección.

Mesías (1981) hace un estudio de la desmixtura con varias sales (NHO2SO4, 
Na2S04.7H20 , Na2C03, K2C03 y NaH2P 04. De ellas selecciona una mezcla de 20 g de 
(NH^SO, y 5 g de NaH2P 0 4 por considerar que modifica menos el pH.

1.8.4.- Espacio de cabeza.

Consiste en analizar únicamente el vapor en equilibrio con el vino objeto del 
estudio, a una temperatura determinada y controlable. Los componentes de este vapor se 
arrastran por una corriente de N2 a la misma temperatura del líquido. Posteriormente las 
sustancias volátiles pueden ser inyectadas directamente a un cromatógrafo de gases o 
recuperadas por retención en trampas de polímero poroso (Bertuccioli y Montedoro, 1984; 
Ortega et a l, 1987), por condensación a bajas temperaturas (Etievant y Bayonove, 1983) 
o sobre un solvente apropiado y posterior concentración (Guichard y Ducret, 1984; Craig, 
1988).

1.8.5.- Extracción con gas inerte.

La extracción con gas inerte quizás sea el mejor método para el estudio de la 
fracción volátil de un vino, ya que se consigue reproducibilidad muy elevada. Además
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permite una correcta separación de los componentes más volátiles ya que no se enmascaran 
por el frente del eluyente. Sin embargo su utilización resulta ser muy compleja y por ello su 
uso no está muy extendido. La extracción con gas inerte lleva consigo una gran cantidad 
de etanol y acetato de etilo que enmascara varios picos del cromatograma, puestos en 
evidencia más fácilmente a partir de una extracción con disolventes. Consiste en arrastrar 
los restos más volátiles por medio de una corriente de gas inerte, siendo después 
condensado en trampas frías (Bertrand, 1967), retenidos en polímeros porosos del tipo 
Poropak Q o Tenax GC (Cornelias et al., 1988), o bien recogiendo los compuestos 
extraídos sobre un líquido adecuado, seguido de una extracción con disolventes (Craig, 
1988).

1.8.6.- Extracción con disolventes.

Ha resultado ser el método más usado para concentrar y purificar los componentes 
volátiles de los vinos, ya que permite una gran concentración del aroma después de la 
evaporación del disolvente, cuyo punto de ebullición ha de ser lo más bajo posible. Por 
otra parte se puede operar sobre grandes volúmenes y tener así un extracto importante, 
permitiendo los trabajos analíticos de identificación. Para que el método sea reproducible 
hay que trabajar en condiciones rigurosamente controladas. También pueden haber 
problemas con las posibles impurezas que pueda tener el disolvente, por lo que habrá que 
usarlo lo más puro posible y aún así tener en cuenta su posible efecto.

Con todo, la posibilidad de concentración permite poner en evidencia un gran 
número de sustancias presentes en forma de trazas. Existen fundamentalmente dos 
procedimientos de extracción;

1.8.6.1.- Extracción discontinua.

Consiste en realizar lavados sucesivos de la muestra con disolvente orgánico 
inmiscible y de bajo punto de ebullición. La mayor parte de los compuestos volátiles 
quedan en la fase orgánica debido a su diferente solubilidad. Para llevarla a cabo se 
emplean embudos de decantación, se reúnen las sucesivas fracciones y se concentra la 
muestra por evaporación del disolvente. La extracción es incompleta, observándose un 
empobrecimiento del número de picos cromatográficos con respecto a una extracción en 
continuo.

Bertrand et al., (1978) efectúan la extracción discontinua por agitación en un 
embudo de decantación de 100 mi de vino con 6 mi de disolvente éter-hexano, 2/1 v/v dos

32



INTRODUCCIÓN

veces consecutivas, une las fases orgánicas y evapora los disolventes calentando sin 
ebullición.

1.8.6.2.- Extracción continua.

La extracción se realiza en un aparato tipo Kutacher-Stendel modificado según la 
densidad de los disolventes. El funcionamiento es similar al anterior. Consiste en hacer 
burbujear continuamente a través del vino el compuesto o mezcla utilizados como 
disolvente, recogiéndose el extracto en un matraz conectado en paralelo. Por último es 
necesario evaporar el exceso de disolvente para concentrar el extracto. El tiempo de 
extracción varía dependiendo del disolvente o mezcla de disolventes empleados.

Boidron (1966) ha estudiado sistemáticamente las ventajas de numerosos 
disolventes: éter etílico-acetona (1/1 v/v), hexano-acetona (2/1 v/v), éter de petróleo, 
cloroformo, cloruro de metileno y éter-pentano. Propone una primera extracción con 
pentano durante 200 horas seguida de una segunda extracción con cloruro de metileno (30 
horas), indicando que la mezcla azeotrópica éter-pentano extrae una cantidad excesiva de 
etanol y que el diclorometano es más adecuado para componentes menos volátiles que el 
1-propanol.

Terrier (1972) compara el cloruro de metileno, pentano, cloroformo, éter de 
petróleo y la mezcla éter-pentano, llegando a la conclusión de que los disolventes más 
adecuados son el diclorometano y el pentano.

El pentano se considera el disolvente más interesante pues extrae muy poco etanol 
y no forma azeótropos con las sustancias del extracto, lo que permite concentrar la 
muestra hasta 15000 veces (Cordonnier, 1971). Por el contrario, requiere extracciones en 
continuo de larga duración (140-240 horas).

La mezcla diclorometano-pentano es citada por muchos autores, ya que presenta la 
ventaja de reducir considerablemente el tiempo de extracción, pudiendo concluirse en 24 
horas. En la bibliografía se encuentran distintas relaciones volumétricas entre ambos 
disolventes: 1/1 (Drawert y Rapp, 1966), 3/7 (Bertrand, 1968; Gassiot, 1982) ó 2/3 
(Usseglio Tomasset, 1969). De ellas, quizás la más empleada es la citada en último lugar.

Más recientemente se ha tendido a utilizar disolventes de bajo punto de ebullición, 
destacando sobre todo el triclorofluorometano (Freon 11). El Freon 11 se caracteriza por 
alcanzar elevados rendimientos en la extracción. Sin embargo, tiene la desventaja de
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requerir la extracción en cámara fría. Además, no es conveniente su uso debido a su efecto 
peijudicial sobre la capa de ozono. Marais y Houtman (1979) describen un nuevo método 
cuantitativo para la determinación de alcoholes y ésteres utilizando este disolvente. Mesías 
y Ough (1985) comparan el método de extracción destilación con el método de extracción 
continua con diclorometano y con Freon 11 para el estudio de la fracción volátil de las 
uvas.

1.9.- Sistemas de detección.

1 .9 .1 Generalidades.

El cromatógrafo de gases posee un sistema continuo de detección por el que pasa 
el gas portador con los solutos separados procedentes de la columna. Su misión es poner 
de manifiesto el paso de los solutos originando una señal eléctrica que, debidamente 
amplificada, es registrada o enviada a un microprocesador. El fundamento del detector es 
medir de forma continua una propiedad física o química del gas que circula a su través. 
Dependiendo del tipo de detector la propiedad registrada puede ser proporcional a la 
concentración absoluta del soluto o a su velocidad de flujo. Realiza dos funciones 
primordiales:

a) Indicar el momento exacto en que pasa el soluto (o su máxima concentración), 
definiendo los tiempos de retención para el análisis cualitativo.

b) Originar una señal proporcional a la cantidad de soluto que pasa a su través, 
para fines cuantitativos.

1.9.2.- Detector de ionización de llama (F.I.D.V

El detector más ampliamente utilizado es el de ionización de llama (F.I.D.) Realiza 
medidas absolutas, pero es un método de detección destructivo (se produce la combustión 
de la muestra) y de tipo universal para sustancias orgánicas, aunque en algunos casos 
puede hacerse selectivo, y responde a la velocidad de flujo del soluto. Está basado en la 
relación directa que existe entre la concentración de un gas y la concentración de partículas 
cargadas (iones positivos, negativos y electrones) existentes en el mismo. Se utiliza una 
llama de hidrógeno como fuente de ionización de las moléculas orgánicas que fluyen a su 
través. El detector dispone de un sistema de electrodos, situado el negativo en la base de la 
llama y el positivo, en forma de cilindro, alrededor de la misma, cargado con +300V. La 
corriente gaseosa que sale de la columna se mezcla con una corriente de hidrógeno que
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entra en el detector donde se produce la combustión. Para soportar la llama se introduce 
aire por la base del detector. Durante la combustión producida al llegar el compuesto 
orgánico a la llama, se forman partículas cargadas, lo que origina un flujo de corriente y 
disminuye la resistencia entre los electrodos. Esta corriente es débil ya que la resistencia de 
la llama es elevada (10*2 ohmios), por lo que debe ser amplificada y posteriormente 
registrada. La magnitud de esta corriente es proporcional al número de especies cargadas 
que dependen de la naturaleza y velocidad del soluto, y por tanto directamente relacionado 
con la concentración del mismo.

1.9.3.- Cromatografía de gases-espectrometría de masas (CG-EMY

El propósito básico del espectrómetro de masas es convertir la muestra del 
problema en productos medibles, que indican la molécula original. En este método, el 
"reactivo" que inicia la reacción es un haz de electrones de alta energía (unos 70 V). Los 
productos formados son poco comentes (iones positivos gaseosos) cuyas masas y 
abundancias relativas muestra el espectrómetro de masas.

El corazón de éste es la fuente iónica. La presión de fondo (presión sin la muestra 
problema) de la muestra es normalmente inferior a 10-7 torr. Los electrones que actúan 
como proyectiles son expulsados por un filamento incandescente y atraviesan la cámara 
iónica en dirección de un ánodo situado en el lado opuesto. La corriente de moléculas de 
problema vaporizadas que entra en la fuente iónica interactúa con el haz de electrones 
formando una variedad de productos, entre los cuales hay iones positivos. Éstos se ven 
obligados a salir de la fuente iónica por un potencial de "repulsión" (o de "extracción), 
relativamente pequeño, y entonces son acelerados por la gran diferencia de potencial entre 
los electrodos. A las placas de "repulsión" o de "enfoque de iones" pueden aplicarse 
potenciales bajos para producir un haz bien definido de iones positivos, de la misma forma 
que se enfoca el rayo de luz en un espectrofotómetro. La mayor parte de las moléculas de 
problema y de los productos de los impactos electrónicos es eliminada continuamente por 
bombas de vacío conectadas a la envoltura de la fuente iónica. El haz iónico que sale 
colimado de ésta puede dividirse según las masas respectivas (en realidad, relación de 
carga a masa, m/z) de los iones por una variedad de técnicas (deflexión magnética, 
radiofrecuencia, resonancia en ciclotrón, enfoque coloidal). Los iones positivos que chocan 
con el colector producen una corriente de electrones proporcional a la abundancia iónica, y 
esta corriente puede medirse con gran precisión y sensibilidad . La amplificación de la señal 
iónica de un multiplicador electrónico puede permitir la detección de un solo ión llegado al 
colector. Así, aunque la eficacia de la ionización y transmisión del espectrómetro de masas
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es de sólo un ión llegado al colector por cada 106 moléculas de muestra, pueden obtenerse 
excelentes resultados partiendo de submicrogramos de muestra.

Estos iones se detectan y someten a un tratamiento de datos para ofrecer un 
espectro de masas que, en realidad, es un histograma de abundancia relativa de los 
diferentes iones producidos, clasificados según su relación m/z. Potentes sistemas 
informáticos, con amplia memoria, comparan estos espectros con los introducidos 
previamente (de 40000 a 140000) y se ofrece la identificación del compuesto con una 
determinada probabilidad. Las dos librerías de datos empleadas en la actualidad son la 
NIST y la WILEY, que presentas varias entradas para un mismo componente con las 
pequeñas variaciones que puede presentar su espectro de masas.

Es de destacar la elevada fiabilidad a la hora de asignar los picos cromatográfícos a 
un compuesto determinado, de modo que se dispone de un detector que nos permite 
conocer, de un modo más seguro, los componentes de la fracción volátil del vino. Por otra 
parte, también hay que hacer notar la elevada sensibilidad de los espectrómetros de masas 
respecto a los detectores convencionales de cromatografía de gases, pudiendo confirmar la 
presencia de una sustancia que se encuentra presente en cantidades de trazas. Esta ventaja 
hace que, hoy en día, el empleo de EM-CG sea la técnica más empleada a la hora de 
efectuar estudios cualitativos de la fracción volátil de los vinos.
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MATERIALES Y MÉTODOS.

2.1.- Levaduras

Se han empleado levaduras tanto secas activas como a partir de cultivos frescos 
que se pueden agrupar en dos clases en función de su capacidad fermentativa:

a) Levaduras de bajo poder fermentativo. Son mayoritarias en las primeras fases de 
la fermentación espontánea de los mostos de esta zona.

- Kloeckera apiculata, cepa salvaje aislada, identificada y seleccionada en trabajos 
anteriores por nuestro grupo de investigación, a partir de un mosto de la misma variedad y 
zona que el utilizado en el trabajo.

- Hanseniaspora uvarum, cepa salvaje aislada, identificada y seleccionada en 
trabajos anteriores por nuestro grupo de investigación, a partir de un mosto de la misma 
variedad y zona que el utilizado en el trabajo.

b) Levaduras de elevado poder fermentativo. Son las levaduras responsables de 
finalizar la fermentación, encontrándose de forma casi exclusiva en los periodos medio y 
final de la fermentación.

Saccharomyces cerevisiae, cepa salvaje aislada, identificada y seleccionada en 
trabajos anteriores por nuestro grupo de investigación, a partir de un mosto de la misma 
variedad y zona que el utilizado en el trabajo.

- Saccharomyces cerevisiae, cepa L-2226 seleccionada por el C.I.C.D.R.U.T. 
Avignon y comercializada por LALVCSf® Lallemand Inc., Montreal H1W 2N8, Canadá.

- Saccharomyces cerevisiae, cepa V seleccionada por ICV(KI) y INRA, 
Montpellier y comercializada por LALVTN® Lallemand Inc., Montreal H1W 2N8, 
Canadá.

- Saccharomyces cerevisiae, cepa comercializada por la Compañía General de 
Levaduras (CGL) y destinada al uso en panificación.

- Saccharomyces bayanus, cepa T73, seleccionada por el Dpto. de Microbiología 
de la Facultad de CC. Biológicas de la Universidad de Valencia y comercializada por 
LALVIN® Lallemand Inc., Montreal H1W 2N8, Canadá.
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2.2.- Medios de cultivo.

a) Agar extracto de malta 2%
- Extracto de malta (Difeo) 20 g
- Glucosa (Panreac) 20 g
- Peptona micológica (Oxoid) 1 g
-Agar 20 g
- Agua destilada 1000 mi

Se ajusta el pH 6.8 y se esteriliza a 115°C 30 minutos.

b) Medio para la fermentación de carbohidratos
- Extracto de levadura (Difeo) 2.50 g
- Peptona micológica (Oxoid) 7.50 g
- Azul de bromotimol (Panreac) 0.04 g
- Agua destilada 1000 mi

Se ajusta el pH 6.8 y se distribuyen 4 mi en tubos de ensayo incluyendo campanas 
Dürham. Se esteriliza a 121°C 20 minutos y se añaden, en condiciones estériles, 2 mi de 
una solución estéril al 6% del azúcar problema (12% en el caso de la rafínosa).

c) Yeast Peptone Dextrose (YPD)
- Extracto de levadura (Difeo) 10 g
- Peptona micológica (Oxoid) 20 g
- Glucosa (Panreac) 20 g
- Agua destilada 1000 mi

Se ajusta el pH 6.8 y se esteriliza a 115°C 30 minutos.

2.3.- Identificación de las levaduras.

Las identificaciones se realizaron a dos niveles:

1. Las levaduras de bajo poder fermentativo se distinguían de las de alto poder
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fermentativo en la morfología de las colonias crecidas sobre placas de agar-extracto de 
malta durante 7 días a 28°C. Las diferencias entre ambos tipos de colonias son;

a) Colonias de flora apiculada: Colonias planas, de contorno irregular y 
coloración gris más claro en el borde.

b) Colonias del género Saccharomyces: Colonias globosas, de contorno 
circular perfecto y coloración crema brillante.

2. Dentro de las levaduras de alto poder fermentativo se procedió a 
identificar las levaduras Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces bayanus, de acuerdo 
con los criterios expuestos por Kreger van Rij (1984). En la tabla 2.1.1 se puede apreciar 
que ambas variedades de levaduras únicamente se diferencian en la fermentación del 
monosacárido galactosa. Dado el gran número de muestras a analizar se optó por seguir 
los criterios descritos por Suárez e íñigo (1990).

Fermentación

Ga Sa Ma Ra Me Al
Saccharomyces bayanus - + + + - -

Saccharomyces cerevisiae + + + + - -

Tabla 2.2.1.- Fermentación de diversos azúcares por parte de Saccharomyces 
cerevisiae y Saccharomyces bayanus (Ga = galactosa, Sa = sacarosa, Ma = maltosa, Ra = 
rafinosa, Me = melibiosa, Al = almidón).

2.4.- Determinación del factor killer.

Los tres fenotipos referentes al factor killer de las cepas de Saccharomyces 
cerevisiae fueron descubiertos por Bevan y Makower (1963). Las levaduras killer 
(fenotipo K+R+), matan a las sensibles (fenotipo K~R") al segregar una toxina proteica al 
medio (Woods y Bevan, 1968) ante la cual ellas mismas son inmunes. Las levaduras 
neutras (fenotipo K"R+ ) son inmunes a la toxina y no matan a las levaduras sensibles. Más 
tarde se descubrieron cepas ¿z//er-sensibles. Estas cepas eran inmunes a sus propias toxinas 
pero sensibles ante toxinas de otras cepas killer (Van Vuuren y Jacobs, 1992).

La producción de factor killer es mayor en medio con peptona y extracto de carne 
o levadura, y con poca agitación. Por tanto las pruebas de producción y resistencia a la
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toxina se realizaron en medio YPD al cual se le añade agar (25 g/1), (ver apartado 2) 
tamponado a pH 4.5 con tampón citrato-fosfato. Para establecer las comparaciones se 
utiliza una cepa control sensible a la toxina (cepa S288C proporcionada por la C.E.C.T.) y 
otra cepa control productora de factor killer. Se siembran céspedes con ambas cepas sobre 
placas del medio de cultivo citado anteriormente y se hacen sobre ellos estrías con las 
cepas problema, comprobando a los 6 días si existen o no halos de inhibición sobre el 
césped de la cepa sensible y si hay inhibición del crecimiento sobre el césped de la cepa 
killer.

2.5.- Mosto.

El mosto utilizado proviene de uvas de la variedad Monastrell cultivadas en la D.O. 
Jumilla durante la campaña 1990/91 y con un contenido inicial de azúcares reductores de 
296 g/1. Se conservó congelado a -20°C hasta el momento de realizar las distintas 
experiencias planificadas.

Para obtener el mosto estéril empleado en las experiencias se procedió, en primer 
lugar, a centrifugar el mosto a 10.000 rpm 10 minutos a fin de eliminar las partículas 
sólidas en suspensión y reducir la carga microbiana. A continuación, se esterilizó el mosto 
con ayuda de un equipo de filtración compuesto por un filtro de tierras seguido por otros 
de tamaño de poro menor (hasta 0.22 gm) y una bomba de vacío.

La correcta esterilización del mosto se comprobó por siembra de 0.1 mi sobre 
placas de Agar Malta, no observándose crecimiento en ningún caso tras una semana de 
incubación a 28°C.

2.6.- Inoculaciones

En todos los casos, el inoculo se ha obtenido a partir de cultivos de levaduras 
crecidos en agitación 24 horas en medio YPD a 28°C; sí partimos de levaduras secas 
activas, previamente se ha procedido a una hidratación de las células en solución salina
0.9% durante 48 horas a 28°C. Para determinar el número de células en los cultivos se 
realizaron recuentos de totales en cámara cuentaglóbulos, comprobándose los resultados 
por siembra de diluciones sucesivas en placas de agar malta.

Las distintas experiencias realizadas han sido:
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1.- Experiencias con mosto fresco.

a) Análisis de la evolución de la formación de los distintos componentes de la 
fracción volátil a lo largo de una fermentación espontánea a nivel de laboratorio. En este 
caso, hemos puesto a fermentar el mosto en las condiciones empleadas sin añadir ninguna 
levadura, empleando esta experiencia como referencia para el resto de fermentaciones. En 
esta experiencia realizaremos un seguimiento del consumo de azúcares reductores y de la 
evolución de la población levaduriforme principal a lo largo del tiempo que dure el proceso

b) Estudio de la cinética de fermentación y formación de los componentes volátiles 
estudiados en mostos inoculados con las levaduras T73, L2226, V y CGL, ensayándose 
aportes de 105, 106 y 107 células/ml. Se emplean estas levaduras por ser, en el caso de las 
tres primeras, levaduras seleccionadas comercializadas para realizar la fermentación 
alcohólica de mostos y de fácil adquisición, mientras que la cepa CGL, a pesar de estar 
indicada para su uso en panadería, su uso ha conducido a la obtención de resultados 
satisfactorios por parte de algunos autores (Suarez e íñigo, 1990). Las concentraciones de 
inoculo se encuentran dentro de los límites en que se encuentra la población levaduriforme 
total al inicio de la fermentación; no se emplean las indicaciones de la empresa 
distribuidora porque (10-15 g/hl) porque ignoramos la viabilidad de las levaduras dentro 
del envase en que se distribuyen, de modo que se haría difícil un control sobre el aporte 
microbiano real.

2.- Experiencias con mosto estéril

a) Estudio del aporte a la fracción volátil de cultivos puros de las levaduras 
Kloeckera apiculata, Hanseniaspora uvarum, Saccharomyces cerevisiae salvaje, 
Saccharomyces cerevisiae cepa L-2226 y Saccharomyces hayanus cepa T73. Para ello se 
hacen inóculos de 106 células/ml y se determinan los componentes de la fracción volátil a 
día 21 de fermentación, al tiempo que se va a seguir el consumo de azúcar y la evolución 
de la población a lo largo del periodo de tiempo considerado.

b) Estudio de la fracción volátil producida por distintas cultivos iniciadores mixtos. 
Las mezclas ensayadas se muestran en la Tabla 2.2.2.

Las muestras MI y M2 tienden a imitar, de forma simplificada, las proporciones 
iniciales en las que se encuentran las levaduras de forma espontánea en un mosto al 
comienzo de la fermentación. La diferencia entre ellas radica en que MI posee como 
levadura de alto poder fermentativo mayoritaria una cepa de Saccharomyces cerevisiae
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autóctona seleccionada a partir de un m osto  de la misma variedad y zona que el em pleado, 

y  M 2 p osee  la levadura seleccionada L -2 2 2 6  no perteneciente a la zona de origen del 

m osto. M 3 tiende a imitar una inoculación masiva con  la levadura seleccionada T 73, M 4 lo  

mism o con  la levadura seleccionada L -2226  y  M 5 con  la cepa salvaje. D e  todas las m ezclas  

efectuadas se extrajeron muestras a los días de ferm entación 1, 2, 4, 7, 10, 15 y  21 , a 

partir de las cuales se realizaron recuentos de viables, identificación de las cepas 

levaduriformes presentes y determ inación de azúcares reductores.

Porcentaje de levadura / M ezcla M  1 M  2 M  3 M  4 M  5

Kloeckera apiculata 47.5 47 .5 5 5 5

Hanseniaspora uvarum 47 .5 47 .5 5 5 5

Saccharomyces bayanus (T 73) 1 1 89 5

Saccharomyces cerevisiae (L 2226) 4 85

Saccharomyces cerevisiae (A utóctona) 4 1 90

Tabla 2.2.2.- C om posición de lo s distintos cu ltivos m ixtos em pleados en la 
ferm entación de m osto  estéril.

2.7.- Fermentaciones.

En tod os los casos se ha procedido a fermentar 500  mi de m osto  en recipientes de 

1000 mi esterilizados por calor; las ferm entaciones han tenido lugar a 21°C.

La parada en la ferm entación en aquellas m uestras que así lo  requieren se ha 

efectuado por centrifugación a 10000 rpm 10 m inutos 0°C y congelación  a -20°C , 

observándose una com pleta solidificación del m edio al cabo de 30  m inutos.

C om o experiencia control se ha efectuado una ferm entación espontánea en las 

condiciones ya indicadas, tom ando muestras en los días 0, 1, 2, 4, 7, 10, 15 y 21 de 

fermentación.
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2.8.- Valoración de los azúcares reductores.

Para la valoración de los azúcares reductores se utiliza el método descrito por 
Amerine ei al (1972). La solución de Fehling consiste en una disolución alcalina de ión 
cúprico (Cu2+) acomplejada con ión tartrato. Así, el carbono carboxílico se oxida a ión 
carbonato y el ión cúprico se reduce a ión cuproso (CU2O) que precipita en forma de un 
sólido de color rojo ladrillo.

Se colocan en un matraz 10 mi de reactivo de Fehling A, 10 mi de reactivo de 
Fehling B, 5 mi de una disolución de ferrocianuro potásico al 10% y 25 mi de agua 
destilada, colocándolo sobre una fuente de calor hasta alcanzar la ebullición, momento en 
el cual se comienza a añadir, con ayuda de una bureta, la muestra, que debe contener 2-5 
g/1 de azúcares valorables. El momento de la valoración viene indicado por el cambio de 
color de la mezcla desde azul intenso a amarillo oro.

2.9.- Extracción de la fracción volátil.

La extracción de los componentes volátiles se efectúa por un procedimiento 
análogo al descrito por Rapp et a l (1976) y por Usseglio Tomasset y Di Stefano (1980), 
utilizando un extractor líquido-líquido continuo (Afora, ref. 5156) y empleando como 
mezcla extractora la formada por diclorometano y pentano en una relación volumétrica 
2:3.

Una vez descongeladas las muestras, se les añade CINa 8% para disminuir la 
solubilidad en el agua de las sustancias poco polares (Lamikanra, 1987) y se le añade 0.1 
mi de una disolución etanólica 1% de 4-metil-2-pentanol como patrón interno. Durante la 
extracción, el baño se mantiene a 50°C y el proceso se mantiene 24 horas.

El extracto obtenido se deseca sobre sulfato sódico anhidro, se filtra y se concentra 
por evaporación con ayuda de una columna Vigreux hasta un volumen final de 1 mi, 
guardándose a -20°C hasta el momento del análisis cromatográfico.

2.10.- Análisis cromatográfico.

Se emplea un cromatógrafo de gases Hewlett Packard 5890 Series II equipado con 
detector de ionización de llama (F.I.D.). Como gas portador se emplea He 99.998% puro 
(SEO). La señal cromatográfica es analizada en un ordenador personal Hewlett Packard 
Vectra QS/16S mediante el software HP 3365 (Alice).
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Se ha utilizado una columna HP 20M (Carbowax 20M) de 50 m de longitud y 0.2 
nun de diámetro interno, con un espesor de fase de 0.2 gm.

Las condiciones cromatografías empleadas han sido:

- Temperatura inicial 60°C
- Tiempo inicial 5 minutos
- Gradiente de temperatura 2.5 °C/minuto
- Temperatura final 190°C
- Tiempo final 22 minutos
- Discriminación de flujo 1:50
- Presión cabeza de columna 138 KPa (20 Psi)
- Temperatura inyector 250°C
- Temperatura detector 250°C
- Flujo de aire 400 ml/minuto
- Flujo de hidrógeno 30 ml/minuto
- Make-up 30 ml/minuto
- Volumen inyección 0.5 pl

2.11.- Identificación de los compuestos volátiles.

La identificación de los componentes de la fracción volátil del vino se efectúa por:

- Estudio comparativo de los valores de tiempo de retención relativos (TRR) 
respecto a patrones. Como componente de referencia se emplea, siempre que es posible, la 
y-butirolactona, por aparecer en la zona intermedia de los cromatogramas y no solapar con 
ningún otro pico. Cuando no es posible, se utiliza como referencia el patrón interno.

- Estudio por espectrometría de masas acoplada a cromatografía de gases (EM- 
CG). Hemos empleado los espectrómetros de masas Concept H de la marca Kratos y el 
Mat-9S de la casa Finnigan acoplados a un cromatógrafo de gases Hewlett-Packard 5890 
Series II y equipado con una columna capilar Carbowax 20M de 50 m de longitud y 0.2 
mm de diámetro interno, con un espesor de fase de 0.2 pm. Las condiciones 
cromatográficas son las indicadas anteriormente.
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2.12.- Cuantificación de los compuestos volátiles

La cuantificación de los componentes de la fracción volátil del vino se efectúa por 
el método del patrón interno, comprobándose los resultados por interpolación en rectas de 
calibrado obtenidas por análisis cromatográfico del resultado de la extracción de 
disoluciones patrón que contiene cantidades conocidas de los distintos compuestos 
estudiados y que siempre se encuentran dentro de los límites de concentración que para 
ellos se han propuesto en el vino.

En el primer caso, es necesario conocer los factores de respuesta cromatográficos, 
que se calculan a partir de los cromatogramas obtenidos por inyección de las disoluciones 
patrón según la expresión

Frj = (Cj / Aj) / (Cpj /Ap¡)

donde
Fr¡ = Factor de respuesta cromatográfico del componente i
Cj = Concentración del componente i
Cpi = Concentración del patrón interno
Aj = Área cromatográfica del componente i
Ap¡ = Área cromatográfica del patrón interno.

Conocido el factor de respuesta respecto al patrón interno, las concentraciones de 
cada componente en las muestras problema se calculan mediante la expresión

Cj — (Fr¡ * Cpj * Aj) / Apj

2.13.- Determinación de la repetitividad de las experiencias.

Se efectúan dos experiencias de extracción, en idénticas condiciones, para cada 
muestra, haciéndose tres análisis cromatográficos de cada extracto. Para cada componente 
se expresa el valor medio entre las distintas experiencias, indicándose la variabilidad por 
medio del coeficiente de variación.
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2.14.- Tratamiento estadístico de los datos.

Para realizar la normalización de las concentraciones, aplicar las ecuaciones de 
cuantificación, calcular medias y coeficientes de variación y presentar los datos tanto en 
tablas como en gráficas se ha utilizado el programa MICROSOFT EXCEL 3.0. Los 
coeficientes de variación se calcularon mediante la expresión:

CV = (Desviación típica / Media) x 100

Las matrices de distancias para la realización de los análisis de agrupamiento se 
realizaron mediante el programa estadístico STATGRAPHICS v. 4.2 (STSC Inc. y 
Statistical Graphics Corp.) y los árboles fueron efectuados mediante el programa NTSYS- 
pc v. 1.5 (Applied Biostatistics Inc.).
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

3.1. Análisis de la fracción volátil.

3.1.1.- Identificación de los componentes de la fracción volátil.

3 .1 .1 .1 Identificación por tiempos de retención relativos.

Para identificar los distintos compuestos volátiles en cada una de las 
muestras estudiadas se procedió, por una parte, a calcular los tiempos de retención 
relativos respecto al patrón interno (4-metil-2-pentanol) y la y-butirolactona. Este 
compuesto fue escogido por encontrarse en la zona media del cromatograma. En la Tabla 
3.1.1 se pueden observar los intervalos de tiempos de retención relativos calculados para 
cada compuesto.

3.1.1.2.- Identificación por CG-EM.

Como segundo criterio de identificación se usó la cromatografía de gases 
asociada a la espectrometría de masas. En la Tabla 3.1.1 se muestra el número de cada 
compuesto identificado en las librerías en las que se encontró, así como la probabilidad de 
identificación correcta. El acetato de butilo y el 1-decanol no se identificaron por este 
método, únicamente se usó para estos dos compuestos el método de comparación de los 
tiempos de retención relativos. En la Figura 3.1.1 se muestra la situación de todos los 
componentes estudiados en los cromatogramas.

3.1.2 Cuantificación de los componentes de la fracción volátil.

3.1.2.1.- Cálculo de los factores de respuesta cromatográficos.

En la Tabla 3.1.2 se muestran los valores de los factores de respuesta 
cromatográficos de todos los componentes estudiados, calculados según se describe en 
Material y Métodos. Para acetona, 1-propanol, dioles, acetato de 1,2-propanodiol y, sobre 
todo glicerol, se obtienen valores muy elevados debido a que su elevada polaridad hace 
que la extracción por el procedimiento empleado sea muy baja.

3.1.2.2.- Cuantificación mediante rectas de calibrado.

Para la cuantificación de los compuestos identificados se construyeron las 
rectas de calibrado para cada uno de ellos a partir de cuatro disoluciones patrón con
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concentraciones crecientes de cada uno de los com puestos a cuantificar que siempre se  

encuentran dentro de los m árgenes de concentración en que dichos com puestos se  

encuentran presentes en el vino. Estas expresiones de cuantificación se muestran en la 

Tabla 3 .1 .2 . En aquellas expresiones en que no aparece ordenada en el origen es debido a 

que su valor era despreciable frente a la concentración obtenida.

Tabla 3.1.1.- Criterios de identificación de los com ponentes de la fracción volátil.

Librería W illev Librería Nist TRR1
min. max.

TRR2
min. max.COMPONENTE Número Prob. Número Prob.

1 Acetona 67328 70 93 83.6 0.500 0.503 0.185 0.187
2 Acetato de etilo 68204 70 764 82.2 0.538 0.540 0.200 0.201
3 2,4-Dim etil-l ,3-dioxolano 2939 82.0 0.590 0.591 0.219 0.221
4 Isobutirato de etilo 69709 94 2893 80.6 0.633 0.635 0.235 0.236
5 Acetato de propilo 68955 35 0.663 0.664 0.245 0.247
6 Acetato de isobutilo 3498 92 0.674 0.677 0.250 0.251
7 1-Propanol 64708 92 124 87.3 0.699 0.701 0.259 0.261
8 Butirato de etilo 69728 93 2890 94.1 0.748 0.748 0.277 0.280
9 Isovaleriato de etilo 5677 91 0.774 0.776 0.286 0.290

10 Isobutanol 67741 98 323 87.5 0.806 0.808 0.300 0.304
11 Acetato de butilo 0.843 0.846 0.312 0.315
12 Acetato de isoamilo 70671 92 0.902 0.905 0.334 0.337
13 1-Butanol 67751 94 322 85.1 0.926 0.927 0.343 0.345
P¡ 4-Metil-2-pentanol 1987 82 1601 88.6 1.000 1.000 0.370 0.372
14 Alcohol isoamílico 1021 92 1.188 1.190 0.437 0.439
15 Hexanoato de etilo 71814 93 7237 93.8 1.257 1.260 0.468 0.471
16 Alcohol amílico 68297 68 1.266 1.269 0.471 0.473
17 Isobutirato de isoamilo 84887 64 10299 86.6 1.338 1.341 0.497 0.499
18 Acetato de hexilo 71816 92 7253 87.4 1.377 1.383 0.512 0.515
19 Isovaleriato de isoamilo 73691 35 1.509 1.512 0.560 0.564
20 Lactato de etilo 80795 89 1.599 1.600 0.595 0.598
21 1-HexanoI 69043 92 1609 85.8 1.648 1.650 0.613 0.615
22 t ra n s  3-Hexen-l-ol 68836 64 1.682 1.685 0.625 0.627
23 c is  3-H exen-l-ol 68832 59 1.757 1.758 0.653 0.655
24 4,5-Dimetil-l,3-dioxoIano 46579 60 37860 82.5 1.859 1.863 0.690 0.691
25 Octanoato de etilo 73112 93 13494 94.4 1.992 1.995 0.740 0.743
26 1-Heptano! 69827 90 2.036 2.039 0.756 0.759
27 Hexanoato de isoamilo 16589 86.9 2.102 2.104 0.781 0.784
28 2,4-dimetil-3-pentanona 69590 25 2.113 2.118 0.785 0.790
29 Octanoato de isoamilo 75354 91 2.169 2.172 0.805 0.809
30 Bcnzaldchido 69177 60 2.229 2.230 0.827 0.829
31 3-Hidroxibutirato de etilo 70860 93 5058 90.9 2.262 2.265 0.840 0.843
32 Linalool 11229 99 2.301 2.301 0.853 0.856
33 1-Octanol 70777 93 2.323 2.323 0.861 0.864
34 ¿ra>-2,3-Butanodiol 68345 92 852 65.9 2.378 2.381 0.884 0.886
35 Ácido isobutírico 68189 94 763 89.3 2.424 2.426 0.897 0.900

TRR1 =  Tiem po de retención relativo respecto al patrón interno. 
TRR2 =  Tiem po de retención relativo respecto a la y-butirolactona.
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Tabla 3.1.1 (cont.).- Criterios de identificación de los com ponentes de la fracción  

volátil.

Librería W illev Librería Nist TRR1
min. max.

TRR2
min. max.COMPONENTE Número Prob. Número Prob.

36 mfro-2,3-Butanodiol 68345 89 849 85.1 2.435 2.438 0.905 0.909
37 1,2-Propanodiol 482 93 2.494 2.499 0.926 0.929
38 y-Butirolactona 68038 94 2.689 2.691 1.000 1.000
39 N-Etlacetamida 910 94 2.739 2.743 1.019 1.019
40 1 -M etoxi-2-butanol 2122 55 1723 87.0 2.776 2.780 1.031 1.034
41 Decanoato de etilo 23502 92 19464 93.4 2.803 2.807 1.039 1.043
42 Ácido isovaleriánico 1915 70 1552 81.3 2.866 2.872 1.063 1.065
43 Succinato de dietilo 16521 93 13777 95.0 2.971 2.974 1.102 1.105
44 a-Terpineol 72591 99 3.007 3.009 1.116 1.120
45 9-Decenoato de etilo 23031 70 3.026 3.030 1.123 1.126
46 3-M etiltío-l -propanol 2206 97 3.051 3.055 1.133 1.138
47 Diacetato de 1,2-propanodiol 12619 35 10575 71.6 3.140 3.145 1.165 1.170
48 1-Decanol 3.219 3.220 1.197 1.200
49 Acetato de 2-fenetilo 73204 89 11549 81.8 3.453 3.456 1.281 1.284
50 Ácido hexanoico 69694 92 2881 90.9 3.506 3.509 1.301 1.305
51 Dodecanoato de etilo 30549 94 3.538 3.540 1.312 1.315
52 Alcohol bencílico 69274 99 1913 82.0 3.556 3.556 1.319 1.321
53 Isobutirato de 2-fenetilo 17662 90.6 3.586 3.590 1.333 1.335
54 Decanoato de isoamilo 33532 90 3.602 3.605 1.343 1.344
55 2-Feniletanol 70180 94 3513 80.4 3.672 3.675 1.364 1.366
56 (3-lonona 21270 92 3.901 3.905 1.446 1.448
57 Ácido octanoico 8653 92 7277 86.8 4.235 4.239 1.571 1.573
58 Malato de dietilo 17211 71.9 4.512 4.513 1.673 1.678
59 Ácido decanoico 73687 96 13508 88.4 4.667 4.671 1.731 1.736
60 Amilbenzaldehído 14344 58.4 4.758 4.758 1.764 1.770
61 Glicerol 881 75.0 4.832 4.835 1.792 1.797
62 Benzoato de 2-fenetilo 24754 79.7 5.087 5.089 1.887 1.892

TRR1 =  Tiem po de retención relativo respecto al patrón interno. 
TRR2 =  Tiem po de retención relativo respecto a la y-butirolactona.
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F igu ra  3 .1 .1 .- Crom atograma obtenido del análisis crom atográfico del extracto de la fracción volátil del vino. L os números 
indican la posición  de cada com ponente en el cromatograma.
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Tabla 3.1.2.- Factor de respuesta y ecuación de cuantificación para cada 
com ponente estudiado.

n ° COMPONENTE FACTOR DE 
RESPUESTA

ECUACIÓN

1 Acetona 9, .894 C = A - 1 ,000  - 10‘4

2 Acetato de etilo 1,822 C = A - 1.841 • 10'5

3 2,4-dim etil-l ,3-d ioxolano 1,979 C = A • 2 ,000  • 10'5

4 Isobutirato de etilo 0 ,195 C = A - 1 ,968  - 10"6

5 Acetato de propilo 0, 095 C = A • 9 ,6 3 4  • 10"7

6 Acetato de isobutilo 0, 328 C = A - 3 ,311 ♦ 10'6

7 1-Propanol 11,042 C = A • 1 ,116  • 10*4

8 Butirato de etilo 0 ,189 C = A - 1 ,910  • 10-6

9 Isovaleriato de etilo 0, 148 C = A • 1. 500 • 10-6

10 Isobutanol 2, 071 C = A - 2 ,0 9 4 -  10'5 + 7 , 103

11 Acetato de butilo 0, 566 C = A • 5, 721 • 10"6

12 Acetato de isoamilo 0, 962 C = A • 9, 725 • 10-6 + 0 ,2 5 3

13 1-Butanol 2, 126 C = A • 2, 149 • 10"5 + 0, 355

14 Alcohol isoamílico 0, 834 C = A • 8, 432 • 10"6 + 14, 029

15 Hexanoato de etilo 0 ,169 C = A - 1, 706 • 10“6 + 0, 019

16 Alcohol amílico 0 ,4 1 7 C = A -4 ,2 1 6 -  10"6

17 Isobutirato de isoamilo 0, 103 C = A • 1, 039 • 10‘6

18 Acetato de hexilo 1,862 C = A - 1,882 - 10-5 -0 ,0 2 0

19 Isovaleriato de isoamilo 0 ,078 C = A • 7, 922 • 10 7

20 Lactato de etilo 1,701 C = A - 1 ,7 1 9 - 10-5 + 0, 085

21 1-Hexanol 0, 579 C = A • 5, 847 • 10-6 + 0, 143

22 tra n s-  3-Hexen-l-ol 0, 337 C = A 3, 408 • lO"6 + 0, 005

23 c is -  3-Hexen-l-ol 0 ,6 1 7 C = A -6 ,2 0 3 -  10’6 + 0, 009

24 4,5-Dimetil-2-pentadecil-

-1,3-dioxolano 1 ,979 C = A • 2, 000 • 10 5

25 Octanoato de etilo 0, 564 C = A • 5, 703 • 10"6

26 1-HeptanoI 0, 451 C = A • 4, 554 - 10"6

27 Hexanoato de isoamilo 0, 089 C = A • 9 ,0 1 0  • 10'7

28 2,4-dimetil-3-pentanona 0 ,198 C = A • 2 ,0 0 0  • 10'6

29 Octanoato de isoamilo 0, 298 C = A - 3 ,0 1 0  - 10"6

30 Benzaldehido 1 ,034 C = A • 1 ,045 • 10-5 + 0 088

31 3-Hidroxibutirato de etilo 1,292 C = A - 1 ,3 0 6 - lO"5

32 Linalool 0, 940 C = A • 9, 500 • lO"6 - 0, 014

33 1-Octanol 0 ,271 C = A -2 , 740 ♦ 10"4 + 0 ,022

34 fra>-2,3-Butanodiol 6, 562 C = A • 6, 632 • lO*5 + 6> 781
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Tabla 3.1.2 (cont.).- Factor de respuesta y ecuación de cuantificación para cada  
com ponente estudiado.

n° COMPONENTE FACTOR DE 

RESPUESTA

ECUACIÓN

35 Ácido isobutírico 0, 198 C = A • 2, 000 • 10‘6

36 e r itro -  2,3-Butanodiol 6, 562 C = A • 6, 632 • 10"5 + 6, 781

37 1,2-Propanodiol 3, 408 C = A • 3, 444 • 10-5

38 y-Butirolactona 0,121 C = A - 1 ,227  - 10"6

39 N-Etilacctamida 0, 099 C = A - 1 ,0 0 0 - 10^

40 1 -Metoxi-2-butanol 1 ,490 C = A • 1, 506 • 10“5

41 Decanoato de etilo 0 ,7 1 5 C = A • 7, 221 • 10'6 - 0, 019

42 Ácido isovaleriánico 0, 792 C = A • 8, 000 • 10“6

43 Succinato de dietilo 1 ,813 C = A • 1, 832 • 10"5 - 0, 045

44 cx-Terpineol 0, 989 C = A - 1 ,0 0 0 - 10"5

45 9-Decenoato de etilo 0, 696 C = A • 7, 031 • 10"6

46 3-Metiltío-l-propanoI 0, 827 C = A • 8, 536 • 10“6 + 0, 028

47 Diacetato de 1,2- 

propanodiol 19, 997 C = A • 2, 021 • 10 4

48 1-Decanol 1 ,094 C = A • 1 ,106 ♦ 10"5

49 Acetato de 2-fenetilo 0, 441 C = A • 4 ,458  • 10"6

50 Ácido hexanoico 0, 494 C = A • 5 ,000  • 10“6

51 Dodecanoato de etilo 0, 525 C = A • 5, 309 - 10“6 + 0, 003

52 Alcohol bencílico 0, 552 C = A -5 ,5 8 1  • 10"6

53 Isobutirato de 2-fenetilo 0, 047 C = A • 4, 764 • 10"7

54 Decanoato de isoamilo 0, 377 C = A • 3, 814 • lü"6

55 2-FeniIetanol 0, 481 C = A • 4 ,861  • l ( r 6

56 fi-Ionona 0, 893 C = A • 9 ,0 2 7  • 10“6

57 Ácido octanoico 0, 297 C = A • 3 ,0 0 0  • 10-6

58 Malato de dietilo 1,979 C = A • 2, 000 • 10 5

59 Ácido decanoico 0, 099 C = A 1, 000 • lO"6

60 Amilbcnzaldehído 0 ,495 C = A • 5, 000 • 10-6

61 Glicerol 9894, 000 C = A • 0 ,100

62 Benzoato de 2-fenetilo 0 ,016 C = A - 1 ,2 6 9 - 10 7

C =  Concentración en mg/1. 
A  =  Area cromatográfica.
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3.2.- Fermentación espontánea del mosto de la variedad Monastrell.

La fermentación alcohólica no puede considerarse únicamente como un proceso 
por el cual el azúcar del mosto se transforma en etanol y C02 por acción de las levaduras.

Así, asociada a ésta tiene lugar una evolución en la población levaduriforme que se 
desarrolla en el medio, pasando, en la elaboración tradicional del vino, de un predominio 
inicial de las levaduras de bajo poder fermentativo a una presencia casi exclusiva de 
levaduras del género Saccharomyces pocos días después de iniciado el proceso. El 
desarrollo de los distintos microorganismos va a alterar la composición inicial del mosto 
por eliminación de algunos componentes y por reacción de otros, además de enriquecerlo 
con la formación de nuevas sustancias. Estas transformaciones van a incidir 
fundamentalmente en los rasgos olfativos que serán detectados por el consumidor, de 
importancia crucial a la hora de apreciar un buen vino.

Aunque no se conoce la sensación provocada para gran parte de los componentes 
de la fracción volátil del vino, sí se está de acuerdo en que cantidades elevadas de 
alcoholes superiores provocarán un descenso en su calidad, los polioles van a producir 
sensación de dulzor y los ésteres etílicos de alto peso molecular (más de 6 átomos de 
carbono) son elementos deseables del aroma de los vinos, a los que confieren carácter 
afrutado (Wagener y Wagener, 1968; Lafon Lafourcade, 1983). De esta forma, se puede 
pensar que la relación entre ésteres totales y alcoholes superiores y la establecida entre el 
contenido de ésteres etílicos de alto peso molecular y el de alcoholes superiores pueden 
actuar como indicadores de la calidad aromática de los vinos.

En primer lugar vamos a abordar el estudio de la fermentación espontánea de 
mosto de la variedad Monastrell, con elevado contenido inicial de azúcares reductores, así 
como su comportamiento en función a los distintos parámetros mencionados, experiencia 
que nos servirá como referencia obligada para sucesivos estudios sobre el mismo.

3.2.1.- Evolución de la población levaduriforme.

En la Figura 3.2.1 se muestra el ciclo de crecimiento de las levaduras en el medio 
durante la fermentación. La población es inicialmente de 106 células/ml, mostrando una 
corta fase de multiplicación de forma que se alcanza una población de 7.6 x 108 células/ml 
al cabo de 4 días de fermentación , una fase estacionaria entre los días 4 y 15 y una fase 
final de declive. La fermentación se caracteriza por un crecimiento y muerte rápida de las
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levaduras Kloeckera apiculata/Hanseniaspora uvarum, seguido por una fase de 

predominio de la especie Saccharomyces cerevisiae, la levadura que realm ente hace el 

vino. La levadura Saccharomyces bayanus es mayoritaria hacia el final de la ferm entación.

1000 y

loo -

10 ■■

10E+6x
ufc/ml

0.1

0.01 <> 
o 155 10 20

Días

Figura 3.2.1.- E volución  de la población levaduriforme a lo  largo de la 
ferm entación ( □  Kloeckera apiculata/Hanseniaspora uvarum, A Saccharomyces 
cerevisiae; 0  Saccharomyces bayanus; O población total).

3 .2 .2 .- Cinética de ferm entación.

La ferm entación muestra un rápido com ienzo con consum o de unos 60  g/1 

de azúcar durante cada uno de los dos primeros días del proceso, finalizando al cabo de 15 

dias con  una cantidad aproximada de 8.5 g/1 de azúcares residuales en el m edio (Figura 

3.1 .2). Esta cantidad de azúcar es elevada para un m osto  con contenidos norm ales de 

azúcar, pero hay que tener en cuenta que el elevado contenido en etanol del m edio al cabo  

de 21 días va a dificultar o impedir el desarrollo de las levaduras.
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300 r
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255 10 15 200
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Figura 3.1.2.- Cinética de la ferm entación espontánea del m osto.

3 .2 .3 .-  Estudio de la fracción volátil.

3 .2 .3 .1 .-  C om ponentes volátiles del m osto.

En la Tabla 3.2.1 se muestra el contenido de los diferentes com puestos  

volátiles estudiados previam ente a la realización de las experiencias programadas. En el 

m osto se detectan, a v eces en concentraciones relativamente elevadas, algunos 

com ponentes típ icos del m etabolism o de las levaduras, com o algunos a lcoholes superiores 

y ésteres, por lo  que, más que atribuir su presencia al aporte varietal de la uva, cabe pensar 

que ya se había iniciado la ferm entación del m osto, probablem ente por un estrujado 

excesivo  en el transporte desde el punto de la vendim ia hasta la bodega, puesto que una 

vez allí el m osto fue congelado inmediatamente y el proceso no fue revertido hasta el 

m om ento de realizar la diversas experiencias.

Sin embargo, se detectan otros com puestos que si parecen típ icos de la 

variedad de uva empleada, o  al m enos, se encuentran presente en el m osto  y  no presentan 

un increm ento apreciable en su concentración a lo largo de la ferm entación en ninguna de 

las experiencias realizadas. E stos com puestos, descritos anteriormente com o com ponentes  

de la fracción volátil varietal de m ostos (Cordonnier, 1971; Schreier, 1979) son los  

alcoholes C6 (1-hexanol, /ra « s-3 -h ex en -l-o l, c /s -3 -h ex en -l-o l) , el acetato de hexilo, los

terpenos (linalool y a-terp ineol), el benzaldehído y el alcohol bencílico. O tros com puestos, 

cóm o el 4 ,5 -d im etil-2-pentadecil-l,3 -d ioxolano y el ácido hexanoico, aunque presentan
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f

Tabla 3.2.1.- C oncentración de los com ponentes volátiles en el m osto .

n# COMPONENTE mg/I C.V.

1 Acetona N.D.
2 .Acetato de etilo 0.046 17.8
3 2,4-dimeül-1,3-dioxolano N.D.
4 Isobutirato de etilo N.D.
5 Acetato de propilo N.D.
6 Acetato de isobutilo 0.005 11.9
7 1-Propanol 0.970 5.3
8 Butirato de etilo N.D.
9 Isovaleriato de etilo N.D.
10 Isobutanol 7.600 6.2
11 .Acetato de butilo traz.
12 Acetato de isoamilo 0.250 6.7
13 1-Butanol 0.380 4.5
14 Alcohol isoamilico 14.800 0.9
15 Hexanoato de etilo 0.023 7.5
16 Alcohol amílico traz.
17 Isobutirato de isoamilo N.D.
18 .Acetato de hexilo 0.650 3.0
19 Isovaleriato de isoamilo N.D.
20 Lactato de etilo 0.085 4.8
21 1-Hexanol 2.530 0.4
22 trans-3-Hexen-l-ol 0.033 2.0
23 cis-3-Hexen-l-ol 0.035 1.5
24 4,5 -dimetil-2-pentadecil-1,3-dioxolano 0.080 0.7
25 Octanoato de etilo traz.
26 1-Heptanol traz.
27 Hexanoato de isoamilo N.D
28 2,4-Dimetil-3-pentanona N.D.
29 Octanoato de isoamilo N.D.
30 Benzaldehido 0.088 6 4
31 3-Hidroxibutirato de etilo 0.008 5.7

C.V. = Coeficiente de variación. 
N.D. = No detectado, 
traz. = Trazas.

n* COMPONENTE mg/1 C.V.
32 Lmalool 0.005 11.2
33 1-Octanol N.D.
34 2,3-Butanodiol (treo) 7.000 4.7
35 Ácido isobutirico traz.
36 2,3-Butanodiol (eritro) 6.800 6.1
37 1,2-Propanodiol 0.069 6.8
38 gamma- Butiro lactona N.D.
39 N-Etilacetamida traz.
40 1 -Metoxi-2-butanol N.D.
41 Decanoato de etilo traz.
42 Acido isovaleriánico traz.
43 Succinato de dietilo 0.013 2.9
44 alfa-Terpineol 0.023 5.6
45 9-Decenoalo de etilo N.D
46 3-Meti litio  1 -propanol 0.035 6.0
47 Diacetalo de 1,2-propanodiol N.D
48 1-Decanol N.D
49 Acetato de 2-fenetilo 0.014 3.2
50 Ácido hexanóico 0.124 3.4
51 Dodecanoato de etilo 0.015 3.2
52 Alcohol bencílico 0.035 7.1
53 Isobutirato de 2-fenetilo traz.
54 Decanoato de isoamilo traz.
55 2-FeniletanoI 0.210 5.7
56 beta-Ionona 0.007 9.8
57 Ácido octanóico traz.
58 Malato de dietilo N.D.
59 Ácido decanóico traz.
60 Amilbenzaldehido N.D.
61 Glicerol N.D.
62 Benzoato de 2-fenetilo traz
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ligeras, pero significativas variaciones en su concentración a lo largo del proceso 
fermentativo, ya se encuentran presentes en el mosto en cantidades elevadas (cerca del 
50% de la concentración máxima), por lo que también pueden ser considerados como 
componentes del aroma varietal de las uvas materia prima de nuestro estudio.

3.2.3.2.- Formación de la fracción volátil.

En la Tabla 3.2.2 se muestran las concentraciones de los componentes de la 
fracción volátil a lo largo de la fermentación, así como sus coeficientes de variación. Es de 
destacar que las concentraciones finales de todos ellos se encuentran dentro de los 
intervalos descritos por otros autores para cada uno de ellos (Cordonnier, 1971; Schreier, 
1979; Lafon Lafourcade, 1983), aunque la tendencia más generalizada es a situarse en las 
proximidades de los límites superiores debido al elevado contenido inicial en azúcares que 
presenta el mosto. A su vez, en la Tabla 3.2.3 se muestra la evolución de cada grupo de 
compuestos a lo largo de la fermentación espontánea del mosto.

3.2.3.2.1.- Alcoholes superiores.

En las Figuras 3.2.3-3.2.12 se muestran la variación de la concentración de 
los alcoholes superiores estudiados, así como la evolución de la tasa de formación (dC/dt) 
a lo largo del periodo de tiempo considerado.

3.2.3.2.1.1.- Alcoholes superiores mayoritarios.

En el caso de los alcoholes superiores mayoritarios, con concentraciones 
finales superiores a 10 mg/1 (1-propanol, isobutanol, alcohol isoamílico y 2-feniletanol), 
presentan una concentración prácticamente máxima al cabo de 10 días de fermentación; 
como puede verse, las tasas de formación de estos compuestos es, en el periodo final de la 
fermentación, cercana a cero o incluso negativa, ya que al final de la fermentación se 
produce un descenso en la concentración de isobutanol y de alcohol isoamílico). En todos 
los casos se observa la tasa máxima de formación en el intervalo 2-4 días de fermentación y 
valores menores en el resto del tiempo, excepto para el isobutanol con tasa elevadas hasta 
el décimo día de fermentación (Figuras 3.2.3-3.2.6).



Tabla 3.2.2.- Evolución de la concentración de los com ponentes de la fracción volátil a lo largo de la fermentación espontánea del
m osto.

ALCOHOLES
T=1 T=2 T=4 1=7 T=10 T=15 T=21

n° COMPONENTE mg/1 C.V. mg/1 C.V. mg/1 C.V. mg/1 C.V. mg/1 C.V. mg/1 C.V. mg/1 C.V.

7 1-Propanol 1.600 1.3 4.900 2.5 8.500 1.9 15.000 13.8 16.000 7.6 16.400 4.1 17.000 17.2

10 Isobutanol 8.500 1.7 10.600 2.5 60.400 0.2 106.000 1.3 152.000 0.8 165.000 0.2 157.000 1.8

13 1-Butanol 0.500 9.3 0.670 2.2 1.300 1.2 2.050 1.3 2.590 0.8 2.640 0.5 2.740 2.0

14 Alcohol isoamílico 15.700 0.7 23.400 0.8 175.000 0.6 247.000 1.5 262.000 0.5 247.000 0.9 219.000 2.0

16 Alcohol amílico 0.014 1.7 0.032 4.4 0.044 5.8 0.058 12.4 0.060 10.0 0.065 3.9 0.067 6.4

21 1-Hexanol 2 482 0.2 2.400 1.7 2.420 0.2 2.400 1.1 2.493 0.2 2.460 3.4 2.430 3.8

22 trans-3-Hexen-l-ol 0.035 0 8 0.037 2.6 0.036 1.3 00 3 6 2.4 0.034 0.9 0.033 10.4 0.035 4.3

23 cis-3-Hexen-l-ol 0.034 1.1 0.033 2.1 0.033 2.5 0.034 1.1 0.035 3.7 0.034 9.1 0.035 1.9

26 1-Heptanol traz. 0.007 5.9 0.016 2.2 0.040 2.1 0.078 9.0 0.086 2.5 0.095 10.1

32 Linalool 0.006 3.7 0.004 3.9 0.007 3.9 0.005 7.5 0.010 1.9 0.006 3.0 0.006 2.9

33 1-Octanol traz. 0.013 4.7 0.037 6.3 0.064 3.0 0.087 1.6 0.096 8.0 0.100 8.5

40 l-Metoxi-2-butanol 0.012 1.0 o.orc 3.0 0.032 22.5 0.059 11.5 0.064 7.3 0.070 0.9 0.067 2.3

44 alfa-Terpineol 0.020 3.6 0.019 5.2 0.022 4.9 0.025 6.8 0.031 7.7 0.035\ 13.1 0.024 104

46 3 -Metilitío-1 -propanol 0.044 5.1 0.430 4.5 1.320 2.0 1.500 11.8 1.650 3.8 1.740 2.2 1.800 6.8

48 1-Decanol N.D. N.D. 0.036 11.3 0.056 7.8 0.068 2.7 0.069 8.2 0.079 10.3

52 Alcohol bencílico 0.029 8.1 0.023 6.6 0.030 0.6 0.025 3.9 0.031 7.0 0.037 7.3 0.035 5.9

55 2-Feniletanol 0.348 1.4 10.000 3.7 59.500 1.0 74.600 0.6 87.300 0.2 89.000 1.1 94.000 2.3

ÁCIDOS ORGÁNICOS
T=1 T=2 T=4 T=7 T=10 T=15 T=21

n° COMPONENTE mg/1 •C.V. mg/1 ¡C.V. mg/1 ¡C.V. mg/1 •C.V. mg/1 ¡C.V. mg/1 •C.V. mg/1 'C.V.

35 Acido isobutírico traz. traz. i traz. i 0.036 i 12.1 0.044 i 7.2 0.052 i 7.4 0.059 i 1.3

42 Acido isovaleriámco traz. 0.006 ! 3 2 0.023 ¡ 12.0 0.100 ¡ 16.8 0.116 ¡ 1.0 0.101 ¡ 2.4 0.085 j 0.7

50 Ácido hcxanoico 0.130 ¡ 11.9 0.200 ' 14.2 0.250 ¡ 12 0 0.270 ¡ 19.8 0.280 ¡ 2.8 0.300 ¡ 8.6 0.310 ¡ 5.2

57 Ácido octanoico traz 0.005 i 0.2 0.011 i 5.5 0.024 i 2.0 0.035 i 18.9 0.048 i 4.6 0.059 i 3.0

59 Ácido decanoico traz. traz. i
i 0.005 ! 7.4 0.023 ¡ 9.3 0.030 ¡ 10.8 0.023 j 111 0.022 ! 11
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Tabla 3.2.2 (cont.).- Evolución de la concentración de los com ponentes de la fracción volátil a lo largo de la fermentación
espontánea del m osto.

ÉSTERES
T=1 T=2 T=4 T=7 T=10 T=15 T=21

n° COMPONENTE mg/1 !c .v . mg/1 iC.V. mg/1 C.V. mg/1 iC.V. iC.V. mg/1 C.V. mg/1 iC.V.

2
4

Acetato_de^ülo______________________
Isobutirato de etilo

_1_020_
traz.

¡ . i * . 0_930_
traz.

LÍZ. 4 900 j  
' *0“005

7.5
~6~3

6.200_ 
" o"órr

l i - 6 .
• 8.4 1

25.900_ 
“ 0.045

|_0.5 
• 4.3

36.000 
0~077 ”

5.2
~3~2

38_300
" o l ó f

í j í .
1 5.1 1

8 Butirato de etilo traz. traz. traz. 0.005 i 15.1 0.010 ! 12.3 0.009 9.3 0.012 i 8.4

9 Isovaleriato de etilo traz. traz. traz. traz. i
i 0.007 ¡ 12.7 0.008 13.0 0.006 ¡ 6.0

15 Hexanoato de etilo 0.023 ¡ 10.2 0.050 ' 4.4 0.110 1.5 0.150 ' 11.2 0.175 ¡ 2.6 0.268 0.8 0.230 • 2.4

20 Lactato de etilo 0.138 i 0.7 0.228 ! 1.5 1.110 3.9 4.000 ! 4.3 6.050 ! 0.9 7.000 3.4 7.100 ! 1.9

25 Octanoato de etilo 0.018 ¡ 0.6 0.031 ¡ 4 5 0.135 0.8 0.279 ¡ 1.4 0.470 ¡ 2.9 0.494 1.1 0.540 ¡ 8.1

31 3-Hidroxibutirato de etilo 0.014 ¡ 4.0 0.015 j 16 8 0.070 15.0 0.108 ¡ 2.2 0.276 ' 0.4 0.411 0.2 0.460 ¡ 8.1

41 Decanoato de etilo 0.009 i 0.7 0.029 i 2.9 0.230 9.5 0.220 i 0.9 0.342 i 1.6 0.336 2.5 0.380 i 4.9i
43 Succinato de dietilo 0.037 ¡ 1.2 0.091 ¡ 3.0 0.180 4.0 0.340 ¡ 4.0 0.730 ! 3.5 0.900 13.2 0.800 ; 11.3

45 9-Decenoato de etilo 0 008 ¡ 8.8 0.040 ¡ 9.8 0.157 3.8 0.390 ¡ 18.9 0.620 ¡ 3.2 0.846 0.5 0.980 ¡ 7.6

51 Dodecanoato de etilo 0.031 i 1.5 0.039 i 3.8 0.189 2.0 0.216 i 3.7 0.294 i 3.8i 0.363 0.3 0.340 i 6.0 1
58 N.D. 0.031 | 19.9 0.094 6.6 0.187 ! 1.8 0.290 , 18.2 0.310 10.2 0.300 i 4.1

*5 Acetato de propilo traz. traz. traz. traz. i traz. i traz. traz. i
6 Acetato de isobutilo 0.061 i 13.5 0.048 i 12.7 0.140 15.4 0.327 i 1.4 1 0.430 i 6.2i 0.490 2.6 0.440 • 0.8 i
11 Acetato de butilo traz. traz. traz. traz.

1
i 0.005 i 9.2 0.007 8.7 0.006 i 2.0

12 Acetato de isoamilo 0.310 j 5.0 0.373 ¡ 1.2 2.320 1.1 7.100 ¡ 1.2 12.930 ¡ 0.3 15.340 0.3 16.000 ¡ 5.0

18 Acetato de hexilo 0.444 • 1.3 0451 i 2.1 0.493 0.3 0.460 ' 6.8 i 0.450 ' 6.6 i 0.450 6.8 0.490 ' 5.6i
47 Diacetato de 1,2-propanodiol 0.038 ! 5.3 0.035 ! 9.3 0.164 1.5 0.340 i 0.9 0.420 i 3.4 0.490 6.2 0.540 i 5.9

49 Acetato de_2Jeneti]o__________________ o . o n l ! í . OJ022_ l I Í . 0.076 _ _3_7_ 0_164_ {  0.7_ 0.215 _ L i l i 0_294 _ 3_2_ 0.270_ { 8 .1

17 Isobutirato de isoamilo traz. traz. 0~006~ ~0.9 " 0"0Í3" ' ~2~5~i ~ ó m V ' 4.6 0.024 “ 3~8 ’  0 ‘028~ ' 5.2 '

19 Isovaleriato de isoamilo traz. traz. traz. 0.006 i 10.7 0.004 ! 5.7I 0.007 0.2 0.008 ! 5.8 |
27 Hexanoato de isoamilo traz. traz. 0.008 0.5 0.018 ¡ 2.2 0.023 ; i5 .i 0.026 5.0 0.026 ; 8.6

29 Octanoato de isoamilo traz. 0.005 ! 2 6 0.033 3.1 0.062 ¡ 0.4 0.080 1 14.7 0.070 0.2 0.063 ¡ 4.6

53 Isobutirato de 2-fenetilo traz. traz. traz. traz. i 0.006 i 1.2i 0.006 1.2 0.007 i 0.9 1
54 Decanoato de isoamilo traz. traz. 0.015 0.5 0.050 ¡ 12.6 0.072 ! 3.1 0.092 4.7 0.100 ¡21.1

62 Benzoato de 2-fenetilo traz. traz. i traz. traz. i
_j------- traz. i

_i------- traz. traz 1
-1_____
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Tabla 3.2.2 (cont.).- E volución de la concentración de los com ponentes de la fracción volátil a lo largo de la fermentación  
espontánea del m osto.

POLIOLES
T=1 T=2 T=4 T=7 T=10 T=15 T=21

n° COMPONENTE mg/1 C.V. mg/1 C.V. mg/1 i C.V. mg/1 i C.V. mg/1 C.V. mg/1 i C.V. mg/1 i C.V.

34
36
37 
61

2.3-Butanodiol (treo)
2.3-Butanodiol (entro) 
1,2-Propanodiol 
Glicerol

12.670
7.000
0.104

180.000

0.6
5.6
1.6
6.2

11.300
6.900
0.680

360.000

3.1
6.8
3.7
4.7

138.000 ¡ 1.5 
13.900 ¡ 0.8 
1.800 i 3.1 

1480 000¡ 4.9

310.000 ¡ 8.7 
16.100 ¡ 1.1 
9.200 i 1.5 

3800.0 0 0 J  8.6

432.000 
18.100
21.000 

5200.000

0.9
2.3
8.1
0.5

539.000 ¡ 0.6
19.000 ¡ 2.4
21.000 ! 4.9 

5600.000 ¡ 4.9

570.000 ¡ 3.7
19.000 ' 13.3
23.000 ! 7.2 

6300.000¡ 1.7

OTROS
T=1 T=2 T=4 T=7 T=10 T =i5 T=21

n° COMPONENTE mg/1 C.V. mg/1 C.V. mg/1 C.V. mg/1 C.V. mg/1 C.V. mg/1 C.V. mg/1 C.V.

1 Acetona N.D. í.rco 2.7 6 400 7.5 9.100 6.3 10.700 5.4 13.169 13.000 5.3

3 2,4-dimetil-l ,3-dioxolano 0.027 8.9 0.082 7.6 0.380 5.4 2.000 8.4 3.000 5.6 3.300 2.9 3.000 6.7

24 4,5-dimetil-2-pentadecil-1,3-dioxolano 0.141 0.3 0.110 2.1 0.135 2.6 0.111 1.7 0.110 3.2 ’ 0.108 8.8 0.071 11

28 2,4-Dimetil-3-pentanona traz. traz. traz 0.005 0.4 0.006 15.0 0.005 2.5 0.006 9.1

30 Benzaldehído 0.096 1.2 0.098 3.3 0.093 2.8 0.114 1.7 0.114 0.3 0.112 3.7 0.100 4.7

38 gamma-Butirolactona traz. traz. 0.074 0 4 1.060 2.8 2.530 2.2 2.300 5.9 2.230 1.2

39 N-Etilacetamida traz. traz. 0 006 7.5 0.038 11.2 0.048 6.7 0.047 4.3 0.047 2.8

56 beta-lonona 0.015 1.3 0.034 6.2 0.056 6.7 0.080 4.8 0.115 5.2 0.128 0.7 0.133 3.1

60 Amilbenzaldehído 0.011 5.2 0.014 5 1 0.019 7.0 0.055 13.3 0.129 4.4 0 131 6.3 0 122 4.0

C.V. = coeficiente de variación 
N.D. = No detectado 
traz. = trazas
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Tabla 3.2.3.- E volución de la concentración de los distintos grupos de com ponentes de la fracción volátil a lo largo de la 

fermentación espontánea del m osto.

T=1 T=2 T=4 T=7 H II o T=15 T=21
mg/1 i % mg/1 i % mg/1 i % mg/1 i % mg/1 % mg/1 % mg/1 %

Fracción volátil 51 679¡ 75.542 J 480.286', 817.811 ¡ 1062.542! 1187 683! 1193 054¡

Componentes constantes 3.146 j 6.09 3.064 j 4.06 3.134 ¡ 0.65 3.099 ¡ 0.38 3.198 0.30 3.166 0.27 3.154 0.26

Mayoritarios 26 .148i 50.60 48.900i64.73 303.400i63.17 442.600154.12 517.300 48.69 517.400 43.56 487.000 40.82

Alcoholes superiores Minoritarios 0.014 ¡ 0.03 0.052 ¡ 0.07 0.133 ¡ 0.03 0.218 ¡ 0.03 0.293 0.03 0.316 0.03 0.341 0.03

Totales 26.706¡ 51.68 50.Q52j66.26 306.153J63.74 446.369j54.58 521.833 49.11 522.096 43.96 491.881 41.23

Acidos orgánicos 0.130 i 0.25 0.211 i 0.28 0.189 i 0.04 0.354 i 0.04 0.505 0.05 0.534 0.04 0.535 0.04

Acetato de etilo 1.020 ¡ 1.97 0.930 ¡ 1.23 4.900 | 1.02 6.200 ¡ 0.76 25.900 2.44 36.000 3.03 38 300 3.21

Etílicos* 0.278 ¡ 0.54 0.553 ¡ 0.73 2.280 ¡ 0.47 5 905 ¡ 0.72 9.310 0.88 11.022 0.93 11.248 0.94

Ésteres Acetatos* 0.431 i 0.83 0.478 i 0.63 2.700 i 0.56 7.931 • 0.97 14.000 1.32 16.621 1.40 17.256 1.45

Isoamílicos 0.000 ! 0.00 0.005 ¡ 0.01 0.046 ¡ 0.01 0 099 ¡ 0 01 0.124 0.01 0.128 001 0.126 0.01

Totales* 0.709 ¡ 1 37 1 036 ¡ 1.37 5.027 ¡ 1.05 13.936 ¡ 1.70 23.433 2.21 27.771 2.34 28.629 2.40

Dioles 19 774' 38.26 18.880‘24 99 153 700' 32 00 335 300'41 00 471.100 44.34 579.000 48.75 612.000 51.30

* = menos Acetato de etilo
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN
41

0.18

0.16

0.14

0.12
o.i d C /d t  
0.08 

0.06 

0.04 

0.02

Días

Figura 3.2.3.- Variación de la concentración y tasa de form ación de 1-propanol 

durante la ferm entación (—  concentración; —  dC/dt).

mg/1

T  0 .1 6180 T

0.14160

-  0.12140 -

- 0.1120  -

■ ■ 0.08100 - -

■ ■ 0.0680 ■■

■ ■ 0.046 0  -

• ■ 0.0240 - n.
.cr

- 0.02
200 15

d C /d t

Días

Figura 3.2.4.- Variación de la concentración y tasa de form ación de isobutanol 

durante la ferm entación (— concentración, —  dC/dt).
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T 0.120300.0 T

- -  0.100
250.0 -

0.080
200.0  - ■ 0.060

■ 0.040 dC/dtmg/1 150.0

■ ■ 0.020100.0 - /
JUa

■ ■ 0 . 0 0 0

50.0 - D  -
- 0.020

-0.0400.0
0 5 10 15 20

Días

Figura 3 .2 .5 .- Variación de la concentración y  tasa de form ación de alcohol 

isoam ílico durante la ferm entación (— concentración; —  dC/dt).

t  0.300

■ 0.250 

-  0.200

■ 0.150 dC/dt 

■■ 0.100

■ - 0.050 

0.000
20

Figura 3.2 .6 .- Variación de la concentración y tasa de form ación de 2-feniletanol 

durante la ferm entación (—  concentración; —  dC/dt).

mg/1

1 0 0 .0  T

90.0 -

80.0 --
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60.0 -

50.0 ■■

40.0 ■■

30.0 --

20.0 ■■

10.0  -

0.0 O
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3 .2.3 .2 .1 2  - A lcoholes superiores minoritarios.

En cuanto a lo s a lcoholes superiores minoritarios, con  concentraciones 

finales inferiores a 0.1 mg/1, tod os muestran tasas de form ación apreciables en los últim os 

estadios de la fermentación. Entre ellos, tanto el 1-octanol (Figura 3 .2 .7 ) com o el 1- 

decanol (Figura 3 .3 .8 ) muestran tasas m áximas de form ación en el intervalo 2-4  días de 

fermentación, aunque presentan tasas altas en los días anteriores y  posteriores.

0.100 T

0.090 - 

0.080 - 

0.070 ■ ■

0.060 

mg/1 0.050 
0.040 

0.030 - 

0.020 
0.010 
0.000 r 

0

Figura 3.2 .7 .- Variación de la concentración y tasa de form ación de 1-octanol 
durante la ferm entación (— concentración; —  dC/dt).

0.250

■ • 0.200 

- 0.150

dC/dt
-  0.100 

- 0.050

..A 
-+—L 0.000 
20

Figura 3.2 .8 .- Variación de la concentración y tasa de form ación de 1-decanol 
durante la ferm entación (— concentración; —  dC/dt).
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■ ■ 0.040
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Tt—*• 0.000
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dC/dt

20



RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Por su parte, el 1-pentanol muestra una tasa muy elevada al inicio del 

proceso (Figura 3 .2 .9 ), mientras el 1-heptanol (Figura 3 .2 .1 0 ) presenta la máxima 

form ación en el intervalo 2 -1 0  días de fermentación.

0.070 T T 0.300

0.060 • -- 0.250

0.050 ■■
• ■ 0.200

0.040
0.150 dC/dtmg/1

0.030 ■
■ 0.100

0.020

-- 0.0500.010

0.000
20

0.000 O- 
0 5 10 15

Días

Figura 3.2 .9 .- Variación de la concentración y tasa de form ación de 1-pentanol 
durante la ferm entación (— concentración; —  dC/dt).

0.100 
0.090 

0.080 

0.070 

0.060 

mg/1 0.050 

0.040 

0.030 

0.020 
0.010 
0.000

Figura 3.2.10.- Variación de la concentración y tasa de form ación de 1-heptanol 
durante la ferm entación (—  concentración; —  dC/dt).

0.140

0.120

0.100

0.080
dC/dt
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0.040

0.020

0.000
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3 .2 .3 .2 .1 .3 .-  Otros a lcoholes superiores.

El 1-butanol, que puede ser considerado com o un alcohol de concentración  

intermedia, muestra un com portam iento similar al de los a lcoholes superiores m ayoritarios 

(Figura 3 .2 .11 ), pero presenta tasas de form ación elevadas hasta el día 10 de fermentación.

T 0.1203.00 T
]

2.50 ■ - -  0.100

■ • 0.0802.00 - •

- 0.060 dC/dtmg/1

0.0401.00

■ ■ 0.020

0.0000.00
15 200 5 10

Días

Figura 3.2.11.- Variación de la concentración y tasa de form ación de 1-butanol 
durante la ferm entación (—  concentración; —  dC/dt).

mg/1

0.2501.800 T

1.600
■ ■ 0.2001.400

1.200 - ■

- 0.1501.000 ■■
0.800 -

0.100
0.600 -

0.400 - • ■ 0.050
0.200 -  

0.000 S 
0

- -□

0.000
5 15 2010

dC/dt

Días

Figura 3 .2 .12.- Variación de la concentración y tasa de form ación de 3 -m etiltío -l-  
propanol durante la ferm entación (— concentración; —  dC/dt).
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Mención aparte merece el caso del 3-metiltío-1-propanol. Este alcohol, producto 
del metabolismo de la metionina, se sintetiza en su práctica totalidad en los 4 primeros días 
de la fermentación, para permanecer relativamente constante durante el resto de periodo 
fermentativo (Figura 3.2.12).

3.2.3.2.1.4.-Discusión.

A la vista de los resultados obtenidos se observa que, a parte de que los 
alcoholes superiores mayoritarios presentan una baja síntesis en las etapas finales de la 
fermentación, estabilizándose su formación en el momento en que la población de 
Saccharomyces cerevisiae alcanza su máximo. En términos relativos, la síntesis de los 
alcoholes superiores mayoritarios es muy importante al inicio de la fermentación, llegando 
incluso a representar cerca del 65% de la fracción volátil, aunque al final constituye cerca 
del 40%. En términos absolutos, la concentración total de alcoholes superiores es muy 
elevada, con cerca de 500 mg/1, como corresponde a mostos con elevado contenido inicial 
de azúcar. Cabe destacar que cantidades tan elevadas de este tipo de compuestos puede 
provocar efectos desfavorables en las características organolépticas del vino.

Por su parte, se observa que los alcoholes superiores minoritarios representan en 
todo momento un 0.03% de la fracción volátil del vino, con concentraciones para cada uno 
de ellos que en ningún caso excede los 0.1 mg/1.

3.2.3.2.2.- Ácidos grasos.

Los ácidos grasos de cadena corta son componentes típicos de la fracción 
volátil de los vinos. Se sintetizan durante la fermentación y son liberados al medio como 
tales, o bien sufren un proceso de esterificación con los alcoholes superiores.

Todos los ácidos orgánicos estudiados, excepto el ácido hexanóico, se 
caracterizan por presentar la máxima producción en el intervalo 4-7 días de fermentación, 
coincidiendo con la etapa en que desaparece la flora apiculada del medio.
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0.2500.060 y

0.050 ■
■ ■ 0.200

0.040 -
■■ 0.150

mg/1 0.030 ■■
-  0.100

0.020 -

- 0.0500.010

0.000
0

0.000
5 10 15 20

Días

Figura 3 .2 .13 .- Variación de la concentración y  tasa de form ación de ácido  
isobutírico durante la ferm entación (—  concentración; —  dC/dt).

T 0.3000.120 T

- ■ 0.250
0 . 1 0 0  ■■

0.200
0.080 --

■■ 0.150
mg/1 0.060 ■■

- ■  0.100

0.040 ■
■ ■ 0.050

0.020 4  a ' - 0.000

-0.050
0 5 10 15 20

d C /d t
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Figura 3 .2.14.- Variación de la concentración y tasa de form ación de ácido  
isovaleriánico durante la ferm entación (—  concentración; —  dC/dt).
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0.060 ■ r 0.100

■ 0.090
0.050 ■

Q v ■ 0.080

0.040 ■ ■ 0.070

\ •
■ 0.060

0.030 ■ \  •' / 0.050 dC/dt
^  f 0.040

0.020 - /  ' ‘ ' í j 0.030

0.010 ■ ■ 0.020

0.000 r -----------1------------------1------------------ 1------------------ 1—
- 0.010 

■ 0.000
0 5 10 15 20
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Figura 3 .2 .15.- Variación de la concentración y tasa de form ación de ácido  
octanoico durante la ferm entación (— concentración; —  dC/dt).
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0.200
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Figura 3 .2.16.- Variación de la concentración y tasa de form ación de ácido  
decanoico durante la ferm entación (— concentración, —  dC/dt).
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D entro de este grupo cabe diferenciar el ácido octanoico, ya que es el único  

que muestra tasas elevadas de form ación al inicio y al final del proceso (Figura 3 .2 .1 5 )  

mientras el resto presenta tasas de form ación muy bajas al inicio del proceso; al final la 

concentración se mantiene prácticam ente constante o  incluso presenta un ligero descenso  

(Figuras 3 .2 .13 , 3 .2 .1 4 ,3 .2 .1 6 ) .

D e  los ácidos estudiados, el único que se encuentra presente en el m osto  en 

cantidades detectables es el ácido hexanoico, representando el 40%  de la concentración  

que vam os a encontrar al final del proceso; adem ás, al cabo de 4 días de ferm entación, la 

concentración alcanzada ya supone el 80%  de la máxima, reduciéndose a partir de este  

m om ento la tasa de síntesis (Figura 3 .2 .17).

0 .3 5 0 0 .1 8 0

0 .1 6 0
0 .3 0 0

0 .1 4 0
0 .2 5 0 0.120
0.200 0.100

mg/1
0 .0 8 00 .1 5 0

0 .0 6 00.100
0 .0 4 0

0 .0 5 0 0.020

0.000 0.000
0 1 5 2010

dC/dt

Días

Figura 3.2.17.- Variación de la concentración y tasa de form ación de ácido  
hexanoico durante la ferm entación (— concentración, —  dC/dt).

En general, para tod os lo s  ácidos orgánicos estudiados se obtienen  

concentraciones bajas en relación con lo que describen otros autores (Schreier, 1979; 

Lafon Lafourcade, 1983). N o  obstante, cabe pensar que los valores van a ser norm ales 

debido a que uvas con un exceso  de maduración com o las del objeto del estudio var a tener 

valores bajos de acidez; también puede pensarse que el m étodo de extracción no es  el más 

adecuado para la determinación de com ponentes polares. El conjunto de los ácidos grasos 

solam ente representan una parte importante de la fracción volátil al inicio del proceso, 

situándose en to m o  al 0.04%  a partir del día 4  de fermentación.
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3 .2 .3 .2 .3 .-  Ésteres.

3 .2 .3 .2 .3 .1 .-  A cetato  de etilo.

El acetato de etilo, com ponente de la fracción volátil de los vinos  

responsable del agriamiento cuando se encuentra presente en concentraciones elevadas, se  

haya en la muestra obtenida por ferm entación espontánea del m osto  en cantidades 

normales, por debajo del umbral necesario para provocar efectos desfavorables en el 

producto final (Lafon Lafourcade, 1983). C om o de puede observar en la Figura 3 .2 .1 6 , la 

síntesis es máxima en el periodo de tiem po que transcurre entre lo s días 7 y  10 de  

fermentación, presentando tasas de form ación cercanas a cero en la etapas finales de la 

fermentación.

0 .1 8 0  

- 0 .1 6 0  

- 0 .1 4 0  

■ ■ 0.120 

• -  0.100
• 0 .0 8 0  d C /d t  
--  0 .0 6 0  

■■ 0 .0 4 0  

0.020 
+ 0.000 

+-*- -0.020 
20

Figura 3.2.18.- Variación de la concentración y  tasa de form ación de acetato de 
etilo durante la ferm entación (—  concentración; —  dC/dt).

3 .2 .3 .2 .3 .2 .-Ésteres etílicos.

En primer lugar, vam os a considerar los ésteres etílicos de los ácidos 

estudiados en el apartado anterior. Así, igual que sucedió con ellos, el hexanoato de etilo  

es el único presente en el m osto  al inicio del proceso, presentando la tasa máxima de 

form ación entre los días 2-4  de ferm entación (Figura 3 .2 .19 ).

4 0 .0 0 0  t

3 5 .0 0 0  •-

3 0 .0 0 0  -

2 5 .0 0 0  ■-

mg/1 20.000 ■
1 5 .0 0 0  -

10.000 •
5 .0 0 0
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mg/1

0 .2 5 0

0.200

0 .1 5 0

0.100

0 .0 5 0

0.000

0 .1 4 0

0.120

0.100

0 .0 8 0

dC/dt
0 .0 6 0

0 .0 4 0

0.020

0.000

Figura 3.2.19.- Variación de la concentración y tasa de form ación de hexanoato de 
etilo durante la fermentación (—  concentración; —  dC/dt).

El isovaleriato de etilo, a pesar de que su ácido correspondiente era 

mayoritario, se encuentra presente en cantidades muy bajas en el vino (Tabla 3 .3 .2 ), 

mientras que los ésteres etílicos de los ácidos octanóico y decanóico, minoritarios, 

muestran concentraciones m ás elevadas (Figuras 3 .2 .2 0 -3 .2 .2 1 ), sugiriendo que la síntesis 

de ésteres etílicos C 10-C 12 de cadena lineal va  a estar de algún m odo favorecida a lo  largo

de la fermentación, probablem ente en un intento de evitar la acción perjudicial que sobre la 

viabilidad de las levaduras tienen los ácidos grasos correspondientes.

0 .6 0 0 0.120

0 .5 0 0 0.100

0 .4 0 0 0 .0 8 0

0.200 0 .0 4 0

0.100 0.020
□- -

0.000
50 10 1 5 20

Días

Figura 3 .2 .2 0 .- Variación de la concentración y tasa de form ación de octanoato de 
etilo durante la ferm entación (—  concentración; —  dC/dt).
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0.3000.400
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0.0500.100
D- .

0.0000.050

-0.0500.000
10 15 200 5
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Figura 3.2 .21.- Variación de la concentración y tasa de formación de decanoato de 
etilo durante la fermentación (—  concentración; —  dC/dt).

El isobutirato de etilo muestra, al igual que el hexanoato de etilo, la tasa 
máxima de formación corrida hacia tiempos más elevados siendo, de este grupo de ésteres, 
el que presenta una tasa de formación más elevada al final de la fermentación, por lo que 
cabe pensar que en el tiempo considerado no se habrá alcanzado la concentración máxima 
(Figura 3.2.22). El dodecanoato de etilo muestra una síntesis constante hasta el día 10 de 
fermentación, mostrando cantidades apreciables al inicio del periodo considerado y una 
producción casi nula al final de la etapa fermentativa (Figura 3.2.23).
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Figura 3.2 .22.- Variación de la concentración y tasa de formación de isobutirato 
de etilo durante la fermentación (—  concentración; —  dC/dt).
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T « .1 2 00.400 t

0.350 ■ 0.100
0.300 - -• 0.080
0.250 ■

■■ 0.060
mg/1 0.2 0 0 - 0

-- 0.040
o .i5o

- 0.0200.100
-■ 0.0000.050 •

0.000

dC/dt

*—1L -0.020

Figura 3.2.23.- Variación de la concentración y tasa de form ación de dodecanoato  
de etilo durante la ferm entación (—  concentración; —  dC/dt).

En cuanto al 2-hidroxi-propanoato de etilo (lactato de etilo) y 3-hidroxi- 

butirato de etilo, muestran un com portam iento similar (Figuras 3 .2 .2 4 -3 .2 .2 5 ) en cuanto a 

que se sintetizan fundamentalmente en las etapas intermedias de la ferm entación, con  

m áxim os entre los días 4 y 10 del proceso. Sin em bargo, la concentración de lactato de 

etilo es m ucho mayor, mientras que la form ación de 3-hidroxibutirato de etilo es m ucho  

más hom ogénea.

t  0.1408.000 t

7.000 - 0.120
6.000 -- - 0.100
5.000 A

- - 0.080
mg/1 4.000

- 0.060
3.000 -

• 0.0402.000 -
-- 0.0201.000

0.000 w

dC/dt

I— 0.000

Figura 3.2.24.- Variación de la concentración y tasa de form ación de 2-hidroxi- 
propionato de etilo durante la ferm entación (-—  concentración; —  dC/dt).
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0.050 

0.000

F igu ra  3 .2 .2 5 .-  Variación de la concentración y tasa de form ación de 3-hidroxi- 
butirato de etilo durante la ferm entación (— concentración; —  dC/dt).

Por su parte, la form ación de 9-decenoato de etilo no presenta grandes 

diferencias a lo largo del proceso, aunque es mayor en el tramo m edio de la ferm entación  

para descender ligera, pero progresivam ente hacia el final (Figura 3 .2 .26).
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F igu ra  3 .2 .2 6 .- Variación de la concentración y tasa de form ación de 9-decenoato  
de etilo durante la ferm entación (—  concentración; —  dC/dt).
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Por último, en cuanto a los ésteres d ietílicos se  observa que su form ación  

tiene lugar en las zonas m edias de la ferm entación, m ostrando concentraciones  

prácticamente constantes a partir de los 10 días del proceso (Figuras 3 .2 .2 7 -3 .2 .2 8 )

mg/1

t  0 .1 8 00.900 t

0.1600.800 - ■
- 0 .140

0.700 -•
-  0.120

0.600  ■■
-  0.100

0 .500  -■ ■ - 0 .080

■ • 0 .0600 .400 -

0 .040
0 .300  ■■ □

■ ■ 0.020
0.200 * ■ - 0.000
0.100 T  -0.020
0.000

dC/dt

-0 .040

Figura 3.2.27.- Variación de la concentración y tasa de form ación de succinato de 
dietilo durante la ferm entación (—  concentración; —  dC/dt).

0 .350 0.120

0.300 0.100

0.250 0.080

0.200 0 .060

mg/1
0.150 0.040

0.0200.100

0.000

0.000 -0.020
0 5 15 2010

dC/dt

Días

Figura 3.2.28.- Variación de la concentración y tasa de form ación de malato de 
dietilo durante la ferm entación (— concentración; —  dC/dt)
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3 .2 .3 .2 .3 .3 .-  A cetatos.

El com portam iento de los acetatos estudiados, al igual que el de los  

alcoholes superiores de lo s que proceden, es bastante similar en tod os los casos; presentan  

la tasa máxima de form ación en los 7 ó  10 primeros días con  concentraciones constantes en 

las últimas etapas del proceso  (Figuras 3 .2 .2 9 -3 .2 .3 2 ). R especto  a los correspondientes 

alcoholes superiores presentan un retardo en la tasa máxima de form ación, indicando que  

es necesario la síntesis previa del alcohol para que se form e el acetato.

0.160

0.140

0.120
0.100
0.080

dC/dt
0.060

0.040

0.020
0.000
-0.020

0.500 

0.450 

0.400 

0.350 

0.300 

mg/I 0.250 
0.200 
0.150 

0.100 
0.050 

0.000

F igu ra  3 .2 .2 9 .- Variación de la concentración y  tasa de form ación de acetato de 
isobutilo durante la ferm entación (—  concentración; —  dC/dt).

mg/1

16.000 t 0.140

14.000 -■ - 0.120
12.000 - - ■ 0.100
10.000 --

■ ■ 0.080
8.000 --

■ 0.0606.000 --
- 0.0404.000 ■■

■ 0.0202.000
0.000 0.000

dC/dt

F igu ra  3 .2 .3 0 .- Variación de la concentración y tasa de form ación de acetato de 
isoam ilo durante la ferm entación (—  concentración; —  dC/dt).

79

i



RESULTADOS Y DISCUSIÓN

0.300 0.120

0.1000.250

0.0800.200

0.060 dC/dtmg/1 0.150

0.0400.100

0.050 0.020

0.0000.000
15 200 5 10

Días

Figura 3.2 .31.- Variación de la concentración y  tasa de form ación de acetato de 2- 
fenetilo durante la ferm entación (—  concentración; —  dC/dt).

El diacetato de 1,2-propanodiol muestra un com portam iento similar al resto  

de acetatos, excepto por el hecho de que presenta tasas de form ación apreciables en las 

últimas etapas de la ferm entación (Figura 3 .2 .32 ).

0.600 0.120

0.1000.500

0.080
0.400 b'

0.060
mg/1 0.300

0.040
0.200 0.020
0.100 0.000

0.000 -0.020
o 5 10 15 20

dC/dt

Días

Figura 3.2 .32.- Variación de la concentración y tasa de form ación de diacetato de
1,2-propanodiol durante la ferm entación (— concentración; —  dC/dt).

N o  se consideran los casos del acetato de propilo y acetato de butilo porque 

sus concentraciones son muy bajas, de m odo que el error com etido en su determinación  

hace que sean escasam ente fiables los resultados obtenidos.
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3 .2 .3 .2 .3 .4 .-  Ésteres de isoam ilo.

La evolución de los ésteres de isoam ilo estudiados es muy similar, 

presentando en to d o s los casos la tasa de form ación máxim a en el intervalo 2 -4  días para ir 

descendiendo lentam ente en los días sucesivos (Figuras 3 .2 .3 3 -3 .2 .3 5 ).

0.1200.030 T

0.1000.025 ■ ■

0.0800.020 -

0.060 dC/dtmg/1 0.015

0.0400.010

0.0200.005 ■■

0.0000.000 D-C 
0 155 10 20

D ías

F igu ra  3 .2 .3 3 .-  Variación de la concentración y tasa de form ación de isobutirato  
de isoam ilo durante la ferm entación (—  concentración; —  dC/dt).

0.140.03

0.12
0.025

0.1
0.02

0.08

mg/1 0.015 0.06 dC/dt
0.040.01
0.02HJ D  .

0.005 *□
-0.02

0 5 10 15 20
D ías

F igu ra  3 .2 .3 4 .- Variación de la concentración y tasa de form ación de hexanoato de 
isoam ilo durante la ferm entación (—  concentración; —  dC/dt).
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T 0.1400.080 y

■ 0.1200.070 ■■

- 0.1000.060 -

0.050 

mg/1 0.040

0.030 --

■■ 0.080

- 0.060 d C /d t  

-- 0.040

0.020 ■ - 0.020
0.010 0.000
0.000 6  

0
- 0.020

15 205 10
D ías

F igu ra  3 .2 .3 5 .-  Variación de la concentración y tasa de form ación de octanoato de 
isoam ilo durante la ferm entación (—  concentración; —  dC/dt).

Entre ellos se diferencian por el hecho de que a m edida que el ácido  

implicado p osee un mayor número de átom os de carbono, la form ación del éster 

correspondiente es m enor en las últimas etapas del proceso, m ostrando el octanoato de 

isoam ilo un descenso en la concentración a partir del día 10 de fermentación.

3 .2 .3 .2 .3 .5 .-  D iscusión.

En general, el vino obtenido presenta un bajo contenido en los distintos 

ésteres estudiados, lo cual puede ser debido a la baja concentración de ácidos grasos. Si 

atendem os a los ésteres etílicos de más de 6 átom os de carbono, responsables del aroma 

afrutado de los vinos, vem os que su concentración se sitúa en to m o  a 2.5 mg/1.

A  la vista de los resultados obtenidos, parece que es el alcohol el que va a 

determinar la evolución  en la concentración de los distintos ésteres a lo  largo de la 

fermentación. Así, la mayoría de los ésteres etílicos muestran las tasas m áximas de 

form ación en las etapas intermedias de la fermentación; los acetatos estudiados muestran 

com portam ientos similares a sus respectivos alcoholes superiores y los ésteres de isoam ilo  

evolucionan de forma parecida a lo  largo de la fermentación. D e igual forma, se observa  

que, tanto para los ésteres etílicos com o para los de isoam ilo, la concentración de los 

com ponentes que implican la participación de ácidos grasos de cadena lineal es tanto 

mayor cuanto más elevado es el número de átom os de carbono, pudiendo pensarse que la
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síntesis de estos ésteres tiene un cierto efecto  protector frente a la acción contra la 

viabilidad de las levaduras de los ácidos im plicados.

3 .2 .3 .2 .4 .-  G licoles.

L os dos isóm eros de 2,3-butanodiol se sintetizan en tasas elevadas a partir 

del día 2 de ferm entación, con una síntesis nula hasta ese  m om ento (periodo de desarrollo 

de la flora apiculada), pero mientras el entro-2,3-butanodiol se ha form ado en un 75%  al 

cabo de 4 días de fermentación, el íra?-2,3-butanodiol muestra tasas de form ación elevadas 

a lo  largo de todo el proceso (Figuras 3 .2 .3 6 -3 .2 .3 7 ). Por su parte, tanto el 1,2- 

propanodiol com o el glicerol (propanotriol) muestran una evolución similar en la tasa de 

form ación en cuanto a la forma, pero encontrándose, en el caso  del glicerol, desplazado  

hacia etapas anteriores de la ferm entación (Figuras 3 .2 .3 8 -3 .2 .3 9 ).

La concentración de los g lico les estudiados se sitúa en los lím ites superiores 

de las concentraciones descritas por otros autores al igual que sucedió con lo s  a lcoholes 

superiores, lo cual es lóg ico  teniendo en cuenta el elevado contenido en azúcar del m osto. 

A  ello, y a la elevada cantidad de azúcares residuales presentes en el m edio al final del 

proceso, es debido el marcado carácter dulce que presentan los vinos obtenidos.

0.120 

0.100 

0.080 

0.060
dC/dt

0.040 

0.020 

0.000 

- 0.020

Figura 3.2.36.- Variación de la concentración y tasa de form ación de treo-2 ,3 -  
butanodiol durante la ferm entación (—  concentración; —  dC/dt).

600.000

500.000
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20.000 r
18.000 -- 

16.000 ■

14.000 --

12.000 - 

mg/1 10.000
8.000 { 
6.000 ¥
4.000 ■

2.000 
0.000

t  0.200
■■ 0.180
- 0.160
- 0.140

- -  0.120
- -  0.100
-- 0.080
■■ 0.060
■■ 0.040
- -  0.020

0.000
- 0.020

dC/dt

F igu ra  3 .2 .3 7 .- Variación de la concentración y tasa de form ación de eritro-2,3- 
butanodiol durante la ferm entación (—  concentración; —  dC/dt).

25.000 T T 0.180

: 0.160
20.000 - ■ ■ 0.140

-  0.120
15.000

-  0.100
mg/1

- ■ 0.08010.000 ■■
■ ■ 0.060

■ ■ 0.0405.000 --
□ □, 4- 0.020

0.000 D 
0

0.000
5 10 15 20

dC/dt

D ías

F igu ra  3 .2 .3 8 .-  Variación de la concentración y tasa de form ación de 1.2- 
propanodiol durante la ferm entación (—  concentración; —  dC/dt).
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0.1407000

0.1206000

0.1005000

0.0804000
mg/1

0.0603000

0.0402000

0.0201000 □-'
0.000

15 200 5 10

dC/dt

Días

Figura 3.2.39.- Variación de la concentración y  tasa de form ación de glicerol 
durante la fermentación (—  concentración; —  dC/dt).

3 .2 .3 .2 .5 .-  O tros com ponentes.

D el resto de com ponentes estudiados, cabe destacar que la acetona muestra 

una elevada síntesis al inicio del proceso (50%  al cabo de 4 días), aunque se sigue  

formando a lo largo de toda la ferm entación (Figura 3 .2 .4 0 ), mientras que la (3-ionona 

presenta una síntesis muy parecida a lo largo del tiem po, aunque descendiendo a medida 

que progresa la ferm entación (Figura 3 .2 .41).

mg/1

t  0.214.000 t

- 0.18
12.000  -

■■ 0.16
10.000 •• -- 0.14

-• 0.128.000 -

6.000 -■ • ■ 0.08

-- 0.064.000 -
- 0.04

2.000 -- -- 0.02
0.000

dC/dt

Figura 3.3.38.- Variación de la concentración y tasa de form ación de acetona  
durante la ferm entación (— concentración; —  dC/dt).
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T  0 .1 6 00 .1 4 0  T

- 0 .1 4 00.120 -
■■ 0.1200.100 -
• 0.100

0 .0 8 0  -
■ 0 . 0 8 0  d C /d tmg/1

0 .0 6 0  ■ ‘□f ■ ■ 0 .0 6 0

• • 0 .0 4 0

0.020 ■ ■ 0.020

0.000 Ó 
0

0.000
5 10 1 5 20

D ías

F igura  3 .2 .4 1 .- Variación de la concentración y tasa de form ación de p-ionona  
durante la ferm entación (— concentración; —  dC/dt).

La y-butirolactona muestra tasas de form ación cada vez  m ayores hasta el 

día 10 de fermentación, m om ento en que se alcanza la concentración máxima para decrecer  

hasta el final de la ferm entación (Figura 3 .2 .42 ). U na situación similar se presenta con el 

2,4 -d im etil-l,3 -d ioxo lan o , pero en este caso se presentan tasas positivas de form ación en el 

intervalo 10-15 días de ferm entación (Figura 3 .2 .43).

T  0 .2 5 0

2 .5 0 0  - ■■ 0.200

2.000 - • 0 .1 5 0

mg/1 1 .5 0 0  - ■ 0.100 d C /d t

1.000 - ■ • 0 .0 5 0

0 .5 0 0  Ó -□  - □ ' .é  o.ooo

5 10 15 20
D ías

F igu ra  3 .2 .4 2 .- Variación de la concentración y tasa de form ación de y- 
butirolactona durante la ferm entación (—  concentración, —  dC/dt).
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3.000
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2.500

□ 0.180

0.160

0.140

0.120
0.100

mg/1 0.080 dC/dt
1.500 0.060

0.040

0.020
0.000
- 0.020

1.000

0.500

0.000
o 5 10

D ías

15 20

F igu ra  3 .2 .4 3 .-  Variación de la concentración y tasa de form ación de 2,4-dim etil-
1,3-dioxolano durante la ferm entación (— concentración; —  dC/dt).

3 .2 .4 .- D iscusión.

El consum o de los azúcares del m osto  se inicia de una forma muy rápida, de m odo  

que al cabo de 2 días se han transformado 120 g/1. E sta etapa coincide con la de m áxim o  

desarrollo de la población levaduriforme, de m odo que la población total llega a unos 

valores máxim os. Pasado este tiem po se llega a una fase de declive (m uerte) de la 

población apiculada debido al contenido en etanol del m edio, mientras que las levaduras 

del género Saccharomyces ralentizan su crecim iento, lo cual se traduce en una 

deceleración progresiva del consum o de azúcares, que se hace prácticam ente nulo al cabo  

de 15 días de fermentación, justo  el m om ento en que la población de Saccharomyces 
cerevisiae entra en su fase de declive.

En la form ación de la mayoría de los com ponentes de la fracción volátil se observa  

un hecho similar en cuanto a que presentan sus tasa máximas de form ación en los primeros 

estadios de la fermentación, justam ente la etapa de máxim o desarrollo de la población  

levaduriforme, pero muestran valores próxim os a cero o  incluso negativos a partir del día 

10 de fermentación, un cierto tiem po antes de que la población levaduriform e entre en la 

fase de muerte, indicando que el m etabolism o secundario de las levaduras se detiene antes 

que la actividad vital de los m icroorganism os, en un intento de ahorrar energía para 

prolongar su etapa activa.

87



RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Por fermentación espontánea del mosto empleado se obtienen vinos que se 
caracterizan por presentar elevado contenido en alcoholes superiores y glicoles (debido al 
elevado contenido en azúcar del mosto) y bajas cantidades de ácidos orgánicos y ésteres. 
Así, la relación existente entre el contenido en ésteres y alcoholes superiores es de 0.058, 
mientras que si la relación la establecemos con los ésteres etílicos de alto peso molecular es 
de 5.021 x 10*3.
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3.3.- Inoculación de mosto natural de la variedad Monastrell con levaduras 
seleccionadas.

A la vista de los resultados obtenidos por fermentación espontánea del mosto, nos 
planteamos la posibilidad de emplear inoculaciones con distintas levaduras vínicas 
seleccionadas, usando como control negativo la inoculación con cepa C.G.L. que cabe 
pensar que proporcionará los resultados menos favorables por tratarse de una levadura 
seleccionada para desarrollarse en un medio totalmente distinto. Las levaduras 
seleccionadas se añaden al mosto para llevar a cabo la fermentación de un modo 
controlado. El empleo de estas levaduras puede evitar las alteraciones químicas y 
microbiológicas en la fermentación, a la vez que pueden mejorar la composición química e 
influir en la calidad del vino.

A la hora de planificar las experiencias hemos creído conveniente considerar la 
influencia de la concentración del inoculo, ensayando aportaciones de 105, 106 y 107 
células/ml en cada caso. Hemos reducido la toma de muestras a los días 2, 7 y 21 de 
fermentación ya que, a la vista de los resultados obtenidos en la fermentación espontánea, 
son suficientes para determinar la evolución del proceso. En ningún caso hemos procedido 
a estudiar como varía la población levaduriforme, aunque existen metodologías puestas a 
punto para realizarlo (Querol et a l, 1992), el principal objeto de estas experiencias es 
observar la influencia que la adición de las levaduras va a ejercer sobre los parámetros 
estudiados, independientemente de si estas levaduras van a ser las que se impongan en la 
fermentación o no, ya que puede darse el caso de que aunque no sea una de ellas la que 
realice el proceso, sí que su presencia puede alterar el desarrollo de las restantes.

3.3.1.- Inoculación con la cepa T73 de Saccharomyces bavanus.

Las características fisiológicas de esta levadura, según la empresa que la 
comercializa, son:

- Fenotipo "killer" (K+R+).
- Velocidad de fermentación elevada para temperaturas entre 22 y 35°C.
- Buena capacidad de degradación de azúcares.
- Tolerancia a elevadas concentraciones de etanol.
- No forma espuma a velocidades normales de fermentación.
- Produce ésteres, especialmente acetato de isoamilo y acetato de 2-fenetilo.
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- Degrada hasta un 30%  de ácido m álico.

- Producción moderada de glicerol.

3 .3 .1 .1  .-Cinética de la fermentación.

E xcepto en el caso de efectuar el inoculo más bajo (1 0 5 células/m l) se 

observa una fase de latencia del inicio de la ferm entación, con  consum o de 20  g/1 de azúcar 

en los dos primeros días. Al cabo de 7 días de ferm entación, en tod os los casos, el m edio  

presenta contenidos similares de azúcar, finalizando el proceso con unos 12 g/1 de azúcares 

residuales (Figura 3 .3 .1 ), cantidad similar a la que se obtiene por ferm entación de m osto  

estéril inducida con inoculo de un cultivo puro de la cepa T73 de Saccharomyces bayanus.

3 0 0

2 5 0

200

Azúcar (g/1) 1 5 0

100

o 10 1 5 20 2 5

Días

Figura 3.1.11.- Cinética de ferm entación de los m ostos inoculados con la cepa T73  
de Saccharomyces bayanus (O  105 células/ml; □  106 células/m l, A 107 células/m l).

3 .3 .1 .2 .-  Form ación de la fracción volátil.

En la Tabla 3.3.1 se muestra la evolución  de los com puestos volátiles 

estudiados a lo largo de la ferm entación para las tres concentraciones de inoculo ensayadas 

de la cepa T73. En la Tabla 3 .3 .2  se puede observar la evolución de los distintos grupos de 

com ponentes a lo largo de la ferm entación en las muestras inoculadas con la cepa T73.
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T ab la  3 .3 .1 .-  Concentración de los distintos com ponentes en las días 2, 7 y 21 de fermentación en las muestras inoculadas con la
cepa T73 (Saccharomyces bayanus).

1E+5 cel/ml 1E+6 cel/ml 1E+7 cel/ml

T-2 T=7 T-21 T-2 T-7 T-21 T-2 T-7 T-21

n" COMPONENTE mg/1 i C.V. mg/1 C.V. mg/1 C.V. mg/1 C.V. mg/1 C.V. mg/1 | C.V. mg/1 ¡ C.V. mg/1 | C.V. mg/1 | C.V.

7 1 -Propanol 8 300 2.2 24 500 2 9 50 000 28 10 000 12.1 28.700 08 57 000 • 7.0 10.430 2 5 27.800 2.4 55 000 ' 108

10 Isobutanol 16.300 11 73 800 0.6 73 000 2.3 10000 8 8 83.000 11 106.000 ¡ 14 11.280 08 82.000 27 95 000 ¡ 17

13 1 -Butano! 1 301 0 2 1 700 7 8 2 200 8 8 0960 10 1 1 920 3 1 2 820 • 0.7 0640 4 3 2.680 28 3 600 • 6.2

14 Alcohol isoamilico 39 000 14 240 000 10 252 000 0 8 22.800 2.1 245 000 1.5 253 000 ! 10 38 800 0.3 320.000 3.5 340000 ¡ 0.5

16 Alcohol amilico 0.019 3 8 0038 18 0 140 5.7 0.011 0.1 0.040 4.0 0.098 1 72 0014 07 0.042 3.8 0.111 1 6.1

21 1-Hexanol 2 460 0.5 2 450 0 5 2.470 1.3 2.510 11 2.360 1 8 2.440 ! 19 2.460 0.7 2.450 1.3 2.470 ! 15
22 trans-3-Hexen-1 -ol 0 037 3 4 0.037 2.3 0.035 06 0.033 11.3 0.037 29 0037 1 0.7 0.034 0.3 0.037 0.5 0.036 1 42

23 cis-3-Hexen-l-ol 0032 20 0.033 87 0034 1.4 0.035 7.7 0.033 5.5 0.033 ¡ 55 0.038 1.9 0035 1.3 0.033 ¡ 1.8

26 1 -HepUnol 0.019 2 5 0.040 70 0.051 1.4 0.011 0.8 0.060 4.6 0.063 1 5.8 0.023 11.1 0047 4.0 0.057 1 4.9

32 Linalool 0005 7 8 0009 7.8 0.008 1.4 0.012 0.012 29 0.010 ! 4.9 0.013 0.9 0.008 3 4 0.008 ! 23
33 1-Octanol 0012 0.5 0.055 0 5 0.117 17.0 0.014 10.0 0.075 2.0 0 117 1 4.5 0014 0.6 0052 2.9 0 124 1 26

40 l-Metoxi-2-butanol traz 0024 4 3 0.183 5 . \ traz 0.034 6.7 0.093 ! 43 traz. 0023 39 0.102 1 61
44 alfa-Terpineol 0016 46 0024 3 9 0.036 2 7 0022 5 5 0.030 16 2 0.026 1 6 1 0029 5 9 0029 19 1 0023 1 68

46 3-Metilitio-1 -propanol 0 600 5 9 1.190 10 1 160 4 4 0 860 3.5 1 600 86 1 600 1 5.8 0.587 08 1 300 11 1 340 1 32

48 1 -Decanol traz. 0.038 50 0060 1 4 0.007 7.3 0 041 4 1 0.076 1 2.9 traz 5.1 0045 3 1 0 103 1 7 4
52 Alcohol bencílico 0.034 39 0.026 2.8 0.029 9.2 0.039 6.8 0030 6.5 0.032 * 0.9 0.030 6.5 0.025 4 6 0.030 ' 2.6

55 2-Feniletanol 7900 2 8 76 700 11 102 700 06 12 100 5.7 72 000 2 4 75000 i 21 17 200 3° 76.000 1.4 79 000 1 16

ÁCIDOS GRASOS
1 E+5 cel/ml 1 F.+6 cel/ml 1E+7 cel/ml

T-2 T-7 T-21
_, p  \7

T-2
mn/i i r  v

T-7
mg/1 1 CJ.Vi

T-21
mg/1 1 C.V.

T-2
mg/1 1 C.V.

T-7
mg/1 1 C.V.

T-21
mg/1 1 C.V.

n*
35
42
50
57
59

COMPONENTE 
Ácido isobulirico 
Acido isovalertanico 
Acido hcxanoico 
Acido octanoico 
Acido decanoico

mg/1 1 C.V'. 
traz ! 
traz. I 

0 150 ' 14
0 007 | 1 t) 
traz 1 4 1

mg/1 1 C.V. 
0 012 ! 119 
0 146 l 3 3
0 221 ' 20  
0 027 | 7 3 
0 032 ¡ 2 3

mg/1 1 C.V.
0.052 ¡ 20 9 
0 262 I 1 7 
0 310 ¡ 7.2 
0.055 1 13 7 
0.064 ¡ 8 4

mg/i i x .v . 
traz
traz 1 
0145 ¡ 6 7 
0008 | 89  
N 1) 1

0012 ! 59  
0.154 | 37  
0 170 1 8 5
0025 | 6 3
0026 1 69

0 072 ¡ 18
0.256 1 2 8 
0.204 ¡11 .0
0055 | 02
0056 1 10 2

traz j 
traz I 

0 150 ¡ 7.1 
0.007 i 3 0 
0 008 1 9 8

0014 j 69  
0 128 I 0.2
0 160 ' 9.8 
0.013 | 4 4 
0016 ¡ 66

0060 j 83 
0245 | 0.2 
0 220 ¡ 13 1 
0054 i 72  
0.066 1 1.5



Tabla 3.3.1 (cont.).- Concentración de los distintos componentes en las días 2, 7 y 21 de fermentación en las muestras inoculadas
con la cepa T73 (Saccharomyces bayanus).

ÉSTERES
1 E+5 cel/ml 1E+6 cel/ml 1E+7 cel/ml

T=2 T-7 T=21 T-2 T-7 T-21 T-2 T-7 T-21

n* COMPONENTE mg/1 : c .v . mg/1
-7

| C.V. mg/1 ¡ C.V. mg/1 ¡ C.V. mg/1 i
1 c .v . mg/1 ¡ C.V. mg/1 ¡ C.V. mg/1 CV. mg/1 ¡ c .v .

2 Acetato de etilo 0332 1 1.2 3.300 1 117 12.200 1 51 0.140 1 8.2 7.000 1 5.1 22.600 1 1.1 0.400 1 49 6.800 1 7 8 21.300 1 19

4 Isobutiralo de etilo traz 1 0.022 | 7.3 0.090 ! 3-1 traz I 0.035 1 1.5 0.083 r  i 7 traz. 1 0.045 63 0076 j" *0 6

8 Butirato de etilo traz 1 0 011 1 0.7 0.009 1 2.1 0.005 1 5.0 0.004 1 19 0.015 1 3.7 traz. 1 0.005 1 22 0.009 1 20

9 Isovaleriato de etilo traz 1
j 0.005 1

| 7.8 0.006 ! 0.4 traz. 1
1 0.005 1

I 7.0 0008 ¡ 2 9 traz. 1
1 0.005 j 04 0.006 ! 57

15 Hexanoato de etilo 0.065 1 0.7 0.176 1 4.5 0.166 1 1.2 0.041 1 10.9 0.140 1 2.1 0.136 1 0.4 0.075 1 0.6 0.116 1 5.9 0 110 1 8 0

20 Lactalo de etilo 0.318 I *-3 2.500 1
1 6 2 4.100 ! 67 0.223 ¡ 3.1 2 020 1

1 3.2 4090 ¡ 2.1 0.255 ! 10 3.200 j 33 3900 ! 30
25 Octanoato de etilo 0.032 1 2 2 0.221

1
1 2.2 0.317 1 2.0 0.051 | 11.1 0.247 1 0.8 0.323 1 0 8 0.032 1 48 0.255 | 1.3 0315 1 16

31 3-Hidroxibutirato de etilo 0.021 1 7.2 0.316 1
i 2.4 0.490 1 66 0 015 1 83 0.314 1

1 1.5 0 460 ! 6 6 0.015 1 8.3i 0.263 1 0.9 0428 1 04

41 Decanoato de etilo 0049 1 114 0.300
1
1 16 2 0.540 1 8 9 0.042 1 99 0.334 1 03 0470 1 29 0033 1 07 0222 | 1.6 0 448 1 17

43 Succinato de dietilo 0.022 1 1.7 0 162 1 6.3 0.320 1 2.9 0014 1 43  1 0.230 1
1 83 0340 1 158 1 0 014 1 2.1 1 0.220 1 27 0370 • 3 4 1

45 9-Decenoato de etilo 0025 ¡ 5.3 0.179
1
1 2.5 0 560 1 34 traz.

1
1 0210

1
1 12.1 0.650 1 63 0.028 1 69 0.217 | 3 7 0.730 1 12

51 Dodecanoalo de etilo 0032 1 62 0 167 1 12 9 0.372 ! i * 0 021 ' 49 0.230 1| 0.9 0.338 • 05  1 0033 ' 7.1 1 0176 1 4.1 0 372 • 2 3I
58 Malato de dietilo . N D.

1 0 150
1 9 4 0.340 L 14 0 N D

1
1 0.196

1
25 0360 1 71 N.D

1
L 0180 ! 110 0 350 1 63 .

5 Acetato de propilo traz 1 traz 1 traz 1 traz 1 traz. 1i traz. 1 traz l
• i traz. • traz. 1

1
6 Acetato de tsobuüJo 0 051 ! 55 0.260 1

1 29 0.270 \ 116 0.031 | 9.8 0.191
1
1 8.2 0.276 ! 15 0.071 ! 78 0210 ¡ 3 3 0 284 ¡ 0.6

11 Acetato de butilo traz i 0005 1 10.8 0.016 » 6.4 traz. 1 0006 1 4.0 0.023 1 159 traz. i traz. 1 0019 1 6.3

12 Acetato de isoamilo 0.590 ! 44 10 630 1
| 0.9 17 100 ! 3 3 0.340 ¡ 9.0 6.590 1

1 0.9 15.600 ! 0 7 0.646 ¡ 0.7 13.100 2.7 20.900 ¡ 2 9

18 Acetato de hcxilo 0 541 1 1 1 0 480 1 2.5 0470 1 2 5 | 0 486 1 13 1 0 450 1
|

2.7 0.429 1 10 1
0480 1 06  

|
0.500 1 8.2 0 460 1 30  

1
47 Diacclalo de

1
1

1
1

1
1

1
1

1
1

1
1 1

1
1

1,2-propanodiol 0.042 1 63 0.430 1 8 8 0.508 ' 15 0.054 • 64 0400 1
I 168 0.520 1 2.9 1 0.056 ■ 3 8i 0.428 ' 2.2 0.520 1 38i

49 Acetato de 2-fenetilo 0 041 ! 27 0 246
1 10 0.270 ¡_10 3 0 040 ! 84 0 103 1 13 0 151 1 18 0.033 i 38 0 198 7.3 0 195 1 50 .

17 Isobulirato de isoamilo traz 1 4.6 0009 1 14 9 0022 1 91 0.005 1 46 0012 1 1.3 0.031 1 3.0 traz. i
i 0.010 1 7.5 0.033 1 5.7

19 Isovaleriato de isoamilo traz 1
I traz 1

1 0005 ¡ 40 traz 1
1 0 005 1

1 22 0006 | 0 8 traz i
i 0.007 j 0.5 0008 ¡ 14

27 Hexanoato de isoamilo traz 1 0 011 1 39 0016 1 193 0009 1 1 8 0022 1 4 4 0 031 1 22 traz i 0.010 t 2.7 0020 1 89

29 Octanoato de isoamilo 0015 ¡ 24 0 046 1
i 0 4 0 066 ¡ 09 0007 ¡ 69 0 056 1

1 46 0 073 ¡ 2 2 0 011 ! 14 0050 ¡ 5.4 0.067 ¡ 3 5-

53 Isobutirato de 2-fenetilo traz 1 traz 1 traz. 1 traz 1 traz 1 traz 1 N D i
i N D 1 traz 1|

54 Decanoato de isounulo traz 1
1 traz 1

1 traz 1
1 traz 1

t traz 1
1 traz 1

1 N D i
i N D | traz 1

1
62 Benzoato de 2-fenetilo N D 1 traz 1 traz 1 traz 1 traz 1 traz 1 N D i traz 1 0 008 1 38
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Tabla 3.3.1 (cont.).- Concentración de los distintos componentes en las días 2, 7 y 21 de fermentación en las muestras inoculadas
con la cepa T73 (Saccharomyces bayartus).

POLIOLES
1 E+5 cel/ml 1E+6 cel/ml 1E+7 cel/ml

T-2 T-7 T-21 T-2 T-7 T=21 T-2 T-7 T-21
n* COMPONENTE mg/1 | C.V. mg/1 I C.V. mg/1 • C.V. mg/1 | C.V. mg/1 1 C.V. mg/1 » C.V. mg/1 | C.V. mg/1 I C.V. mg/1 • C.V.
34 2,3-Butanodio! (treo) 12.400 ¡ 2 6 234.000 ¡ 1.3 520.000 { 2.9 12 300 ¡ 3.6 191.000 ¡ 3.2 502.000 ¡ 1.9 7.700 ¡ 1.7 317.000 \ 1.4 570.000 ] 74
36 2,3-Butanodiol (entro) 6.900 • 2.9 21400 1 3 8 21.700 1 2.2 7 100 • 2.4 16.000 1 13.1 24.000 1 8.0 6.900 1 5.1 25.100 1 1.5 32.000 1 2.0
37 1,2-Propanodiol 0.450 J 7.3 27 443 ¡ 0 8 32000 ¡ 3 4 7.100 ¡ 5.7 26.000 ¡ 4 4 33 000 ¡ 5 9 0.347 \ 0.3 26 600 ¡ 16 32.400 ¡ 3.1
61 Glicerol N D  1 2620000 1 3 8 4020.000 1 14 284 000 1 5 4 3140 000 1 18 6000 000 1 4.2 N.D. 1 3760.000 1 5.2 6400 000 1 9 4

OTROS
1 E+5 cel/nd 1E+6 cel/ml 1E+7 cel/ml

T-2 T-7 T-21 T-2 T-7 T-21 T-2 T-7 T-21
n* COMPONENTE n«g/l C.V. mg/1 C.V. mg/1 ! c .v . mg/1 ¡ c .v . mg/1 C.V. mg/1 ¡ C.V. mg/1 C.V. mg/1 C.V. mg/1 ¡ c .v .

1 Acetona 0094 54 5 200 | 2.6 7.800 i 0.580 1 6.7 5.500 | 7.1 6.300 1 5.1 N.D 4 100 | 8.2 4.390 1 2.2

3 2,4-dimetil-1,3-dioxolano 0.142 4.3 2.500 1 6.2 3.600 1 3 1 traz 1.600 j 8.2 4.100 1 5.1 1 0.101 57 2.220 1 0 9 4.100 1 4.0 1
24 4,5-dimetil-2-pentadecil-

1 i  
1 1 1

-1,3-dioxolano 0094 1.8 0.098 1 6 2 0 110 ' 17.3 0.092 • 1.7 0.090 • 0 2 0.105 1 7.9 | 0080 0 9 0.087 • 0.3 0.102 1 5.8

28 2,4-Dimetil-3-pentanona traz 0012 | 2 4 0 011 i 89 traz 0.015 ¡ 2 4 0.015 1 59 N.D. 0009 , 1.6 0013 ! 47
30 Benzaldehido 0092 63 0.094 1 3.7 0 130 • 43 0.103 1 6 2 0.130 • 4 3 0.120 • 10.0 0.096 62 0.105 1 3.2 0.124 • 29

38 gamma-Butirolactona traz 1250 3 9 2 840 \ 0 6 traz. 1210 ¡ 20 2.110 ¡ 08 0.015 0.9 1 250 ¡ 2.0 2.610 ¡ 1.5
39 N-Etilacelamida traz 0.025 1 4 7 0.052 1 0 7 traz 0028 1 74 0042 1 17.4 traz. 0.026 1 19 0.065 1 40

56 bcta-lonona 0016 2 8 0 092 ¡ 13 2 0 109 ! 22 0.055 J 10 3 0 061 ¡ 0 9 0 099 ! 69 0.039 3 5 0 104 J 1.2 0.116 ¡ 2.3

60 Annlben/aldchido N D 0.079 1 3 7 0 118 1 73 N.D 0 045 1 2 3 0 139 1 2.5 N D 0 116 1 0 6 0 280 1 6 1

C.V. = Coeficiente de variación. 

N.D. = No detectado, 

traz. = Trazas.



RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Tabla 3.3.2.- Evolución en la concentración de los principales grupos de compuestos 
en las muestras inoculadas con la cepa T73 (Saccharomyces bayanus). 
A) 105 células/ml; B) 106 células/ml; C) 107 células/ml.

A)
T=2 T=7 T=2l
mg/1 % mg/1 % mg/1 %

Fracción volátil 98.559 732.844 1111.571
Componentes constantes 3.219 3.27 3.153 0.43 3.213 0.29

MaYoritarios 71.500 72.55 415.000 5663 477.700 42.98
Alcoholes superiores Minoritarios 0.050 0.05 0.172 0.02 0.367 0.03

Total 73.452 74.53 418.085 57.05 481 610 43.33
Acidos orgánicos 0.158 0 16 0.439 0.06 0.743 0.07

Acetato de etilo 0.332 0.34 3.300 0.45 12.200 1 10
Etílicos* 0.563 0.57 4.211 0.57 7.310 0.66

Esteres Acetatos* 0.724 0.73 11.570 1.58 18.164 1.63
Isoamílicos 0.015 0.02 0.067 0.01 0.109 0.01
Totales* 1.303 1.32 15 848 2.16 25.583 2 30

Dioles 19.750 20.04 282.843 38.60 573.700 5161

T=2 T=7 T=21
mg/1 % mg/1 % mg/1 %

Fracción volátil 88.424 695.793 1117.990
Componentes constantes 3.240 3 66 3 083 044 3.128 0 28

Mayontanos 54 900 62.09 428.700 61.61 491.000 43.92
Alcoholes superiores Minoritarios 0.043 0.05 0.215 0.03 0.354 0.03

Total 56.763 64.19 432 469 62.15 495.867 44 35
Acidos orgánicos 0.153 0.17 0 387 0.06 0.643 0.06

Acetato de etilo 0.140 0.16 7 000 101 22.600 2.02
Etílicos* 0.412 0.47 3.965 0.57 7.272 0.65

Esteres Acetatos* 0.466 0.53 7.291 1.05 16.569 1 48
Isoamílicos 0.021 002 0.096 0.01 0.141 0.01
Totales* 0.899 1 02 11.351 1.63 23.982 2.15

Dioles 26.500 29.97 233.000 33.49 559.000 50.00

T=2 T=7 T=21
mg/1 ¡ % mg/1 % mg/1 %

Fracción volátil 99.215 915.722 1274 521
Componentes constantes 3.179 ' 3.20 3.190 0.35 3.184 0.25

Mayontarios 77.710 i 78.32 505.800 55.24 569 000 44 64
Alcoholes superiores Minoritarios 0.051 ¡ 0.05 0 186 0.02 0.395 0.03

Total 78.989 1 79 61 509 989 55.69 574 437 45.07
Acidos orgánicos 0 166 i 0.17 0.332 0.04 0.645 0 05

Acetato de etilo 0.400 ¡ 0.40 6 800 0.74 21 300 1.67
Etílicos* 0 484 j 0 49 4.904 0.54 7.113 0.56

Esteres Acetatos* 0.806 ! 0.81 13.936 1.52 21918 1.72
Isoamílicos 0.011 ¡ 0.01 0.076 0.01 0.128 0.01
Totales* 1.301 ! 131 18.916 2.07 29.159 2.29

Dioles 14.947 i 15.07 368.700 40.26 634.400 49.78

* =  menos acetato de etilo.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

3.3.1.2.1.- Alcoholes superiores.

Para los alcoholes superiores mayoritarios se observa que tanto el 1- 
propanol como el isobutanol muestran concentraciones más elevadas, tanto en la parte 
intermedia de la fermentación como en el producto final, a medida que se incrementa la 
concentración del inoculo. Cabe detacar que la concentración de 1-propanol es mucho 
mayor, en todos los casos, que la obtenida por fermentación espontánea del mosto.

Para el alcohol isoamílico se observa que la inoculación con gran cantidad 
de células de T73 provoca un incremento del 35% en la concentración, tanto en la mitad de 
la fermentación como en el producto final.

Por el contrario, el 2-feniletanol presenta concentraciones finales mayores 
cuando se efectúa el inoculo con 105células/ml, aunque en la parte intermedia de la 
fermentación las concentraciones son similares en todos los casos; cabe concluir la 
importancia que tiene el desarrollo de la flora autóctona, menos inhibida en su desarrollo al 
efectuar inóculos bajos, en la síntesis de este alcohol.

Para el resto de los alcoholes estudiados se observa que, excepto para el 
alcohol amílico en el que la concentración final es mayor cuanto menor es el inoculo 
realizado, la cantidad final es directamente proporcional a la cantidad de levadura 
seleccionada añadida.

Por su parte, el 3-metiltío-1-propanol muestra un comportamiento 
diferente, alcanzando su concentración máxima al cabo de 7 días de fermentación, pero con 
una síntesis muy elevada en los dos primeros días del proceso, sin que parezca clara la 
influencia de la concentración del inoculo sobre la concentración del alcohol.

Globalmente se observa que la cantidad de alcoholes superiores en el 
producto final es tanto mayor cuanto más elevado es el inoculo efectuado. Así, cuando se 
inocula el mosto con 105 y 106 células/ml se obtienen cantidades globales de alcoholes 
superiores muy similares a las encontradas para la fermentación espontánea, mientras que 
las muestras obtenidas con inóculos de 107 células/ml muestran cantidades unos 100 mg/1 
superiores.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

3.3.1.2.2.- Ácidos grasos.

La evolución en la concentración de los ácidos grasos es, excepto para el 
ácido hexanoico, muy similar en todos los casos, mostrando, bien concentraciones 
relativamente independientes de la cantidad de inoculo realizado, bien cantidades mayores 
a medida que el aporte de la levadura seleccionada es mayor.

Para el ácido hexanoico (C6), además de ser el único presente en el mosto 

en cantidades apreciables y mostrar una síntesis reducida a lo largo de la fermentación, 
muestra concentraciones significativamente mayores (un 50% superiores) en las muestras a 
las que se añade la menor cantidad de la cepa T73, añadiendo este componente al grupo de 
los que su síntesis se ve favorecida por el desarrollo de la flora autóctona del mosto, al 
menos, se ve dificultada por el desarrollo de la cepa T73 de Saccharomyces bayanus.

Globalmente, aunque la concentración de ácidos grasos es menor al inicio 
del proceso que la presente en los muestras obtenidas por fermentación espontánea, la 
situación se invierte en las etapas posteriores, sobre todo en las muestras a las que se añade 
el inoculo menor, debido fundamentalmente al aporte de ácido hexanoico; de igual modo, 
la importancia relativa de los ácidos grasos en la fracción volátil es tanto mayor cuanto 
menor es el inoculo realizado.

3.3.1.2.3.- Ésteres.

3.3.1.2.3.1.- Acetato de etilo.

Aunque en todos los casos se obtienen concentraciones de acetato de etilo 
más bajas cuando se inocula con T73 que en la fermentación espontánea, hecho que ya se 
observa desde el día 7 de fermentación. En el inicio del proceso se obtienen 
concentraciones superiores al inocular el mosto con 105 células/ml, lo que puede ser 
explicado porque la baja presencia de la levadura seleccionada va a permitir el desarrollo 
de la flora apiculada en el inicio de la fermentación, levaduras que produce cantidades 
elevadas de acetato de etilo (Amerine et al., 1972; Lafon Lafourcade, 1983).

3.3.1.2.3.2.- Ésteres etílicos.

En todos los ésteres etílicos estudiados, excepto el 9-decenoato de etilo y 
los ésteres dietílicos, en los que la situación es la contraria, la concentración de cada 
componente es tanto mayor cuanto menor en el inoculo de la cepa T73 realizado. No
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

obstante, en ningún momento el conjunto de ésteres etílicos llega a ser equivalente al que 
se obtiene por fermentación espontánea del mosto, representando el 35-37% menos, 
aunque la cantidad formada al cabo de dos días de fermentación es similar en las muestras 
no inoculadas y en aquella a la que se añade 105 células/ml. Todas estas observaciones 
guardan cierto paralelismo con las cinéticas de fermentación; así, las muestras con inóculos 
mayores de T73 muestran un retraso un el inicio de la fermentación, lo cual se traduce en 
un menor contenido inicial de etanol, y por tanto de ésteres etílicos, al inicio del proceso 
frente a las muestras con el inoculo menor. El hecho de que las muestras inoculadas con 
T73 presentan una menor degradación de azúcares al cabo de 21 días de fermentación 
provoca que las cantidades de ésteres etílicos sean menores que en las muestras obtenidas 
por fermentación espontánea.

3.3.1.2.3.3.- Acetatos.

En todos los casos, los diferentes acetatos estudiados muestran un 
comportamiento similar al descrito para sus alcoholes superiores correspondientes. Así, 
tanto el acetato de isobutilo como el acetato de isoamilo se producen en cantidades 
mayores a medida que es superior el inoculo realizado, mientras que con el acetato de 2- 
fenetilo la situación es la contraria; la concentración de diacetato de 1,2-propanodiol es 
independiente del inoculo efectuado, al igual que sucede con el glicol correspondiente.

En conjunto, la concentración global de acetatos en las muestras inoculadas 
con la menor cantidad de la cepa T73 son similares a las que se obtienen en aquellas 
obtenidas por fermentación espontánea; en cambio, al igual que ocurría para los alcoholes 
superiores, las muestras inoculadas con 107 células/ml muestran concentraciones 
superiores. Parece claro el papel de factor limitante que ejerce la concentración del alcohol 
correspondiente en la síntesis de los respectivos acetatos.

3.3.1.2.3.4.-Esteres de isoamilo.

La concentración de los distintos ésteres de isoamilo estudiados, al igual 
que sucedía para el alcohol isoamílico, es mayor cuando se hacen inóculos elevados, 
presentándose siempre la menor concentración en las muestras inoculadas con 105 
células/ml de la cepa de Saccharomyces bayanus.
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3.3.1.2.3.5.- Discusión.

En el conjunto de los ésteres, sin considerar el acetato de etilo, se observa 
que las concentraciones más elevadas las presentan las muestras inoculadas con 107 
células/ml, centrado sobre todo en una mayor producción de acetatos. Las muestras con el 
menor inoculo de la cepa T73 son las que, como cabría esperar, más se aproximan a lo 
observado en la fermentación espontánea del mosto, aunque muestran concentraciones 
algo superiores. Por su parte, las muestras inoculadas con 106 células/ml presentan, en 
todos los casos, concentraciones menores de ésteres que las muestras que se obtienen por 
fermentación espontánea del mosto.

Las cantidades de ésteres etílicos de alto peso molecular se sitúan entre 
1.917 y 1.975 mg/1, inferiores en un 20% a las que se obtienen por fermentación 
espontánea del mosto.

Por otra parte, a la vista de las resultados obtenidos, parece claro que es la 
evolución en la concentración de los distintos alcoholes implicados la que va a determinar 
como varían a lo largo de la fermentación las cantidades de los diferentes ésteres 
estudiados.

3.3.1.2.4.- Glicoles.

Entre los glicoles estudiados, destaca el caso del 1,2-propanodiol ya que, 
como indicamos al estudiar la evolución de su diacetato correspondiente, la concentración 
parece, en todo momento, independiente de la cantidad de inoculo realizado. La 
concentración del resto de glicoles muestra una clara dependencia respecto al inoculo 
realizado correspondiendo las concentraciones mayores, en todos los casos, a las muestras 
inoculadas con 107 células/ml. Este hecho hace que sean estas muestras las únicas que 
presentan una concentración de glicoles superior a las que se obtienen por fermentación 
espontánea del mosto, mientras que el resto muestra cantidades menores.

3.3.1.2.5.- Otros compuestos.

Se observa que tanto el 2,4-dimetil-l,3-dioxolano como la P-ionona 
muestran ligeras variaciones en su concentración en función de la cantidad de inoculo, 
correspondiendo las mayores a las muestras en las que se añade la cantidad más elevada de 
la levadura seleccionada. Por otra parte, mientras que la acetona se produce en cantidades 
mayores cuanto menor es el inoculo, la situación de la y-butirolactona es menos atribuible
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a la concentración del inoculo, mostrando ligeras variaciones entre las diferentes muestras 
obtenidas.

3.3.1.3.-Discusión.

En primer lugar cabe destacar el acusado periodo de latencia que se 
presenta en el consumo de azúcares al inicio del proceso, excepto cuando se realiza el 
menor inoculo, aunque las cantidades presentes en el medio en la etapa intermedia del 
proceso son similares a la fermentación espontánea, indicando que ocurre una aceleración 
del proceso entre los días 2 y 7 de fermentación.

En cuanto a la formación de los compuestos volátiles, se observa que las 
muestras inoculadas con 105 y 106 células/ml presentan cantidades similares y parecidas a 
las que se obtienen por fermentación espontánea del mosto, y claramente inferiores a las 
que presentan las muestras inoculadas con 107células/ml. En la Tabla 3.3.3 se muestra la 
relación existente entre las cantidades de ésteres (A) y ésteres etílicos de alto peso 
molecular (B) respecto a los alcoholes superiores.

105 células/ml 106 células/ml 107 células/ml

A/C 0.053 0.048 0.051

B/C 4.06E-33 3.87E-33 3.44E-33

Tabla 3.3.3.- Relación existente entre las cantidades de ésteres (A) y ésteres 
etílicos de alto peso molecular (B) respecto a los alcoholes superiores (C) en las muestras 
inoculadas con la cepa T73 de Saccharomyces bayanus.

Como puede observarse, aunque considerando el conjunto de los ésteres las 
diferencias no son muy elevadas, para el conjunto de los ésteres etílicos de alto peso 
molecular se obtienen valores menores a medida que la concentración del inoculo es 
mayor, pero siempre inferiores a los que se obtienen por fermentación espontánea del 
mosto. Considerando también la concentración global de alcoholes superiores y los 
resultados de la cinética de fermentación puede concluirse que es más apropiada la 
inoculación con 105 células/ml.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

3 .3 .2  - Inoculación con la cepa L 2226  de Saccharomvces cerevisiae.

Entre las propiedades de la cepa L 2226  de Saccharomyces cerevisiae están:

- Rápido inicio de la fermentación.

- Cepa K +R \

- Tolerante al S 0 2.

- Permite recom enzar la ferm entación con  tasas elevadas de alcohol (16% ).

3 . 3 . 2 . 1 Cinética de la fermentación.

Se observa un inicio relativam ente rápido de la ferm entación, aunque ésta es 

más v e loz  cuanto m enor es el inoculo em pleado. Sin em bargo, esta situación tiende a 

invertirse en las etapas intermedias del proceso, quizá debido al efecto  inhibitorio del 

etanol; al final de la ferm entación, la concentración de azúcar en tod os lo s casos es similar 

o algo inferior a la que se obtiene de la ferm entación espontánea del m osto  (Figura 3 .2 .2 ).

3 0 0  e

2 5 0  ■■

200 -

A zúcar (g/1) 150-

100

5 0  -

20 2 50 10 15

Días

Figura 3 .3 .2 .- Cinética de ferm entación de los m ostos inoculados con la cepa  
L 2226 de Saccharomyces cerevisiae (O  105 células/ml; □  106 células/m l, A 107 
células/m l).
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3.3.2.2.- Formación de la fracción volátil

En la Tabla 3.3.4 se muestra la evolución de cada uno de los componentes 
estudiados para los tres inóculos ensayados a lo largo de la fermentación, así como el 
coeficiente de variación entre las distintas experiencias realizadas. En la Tabla 3.3.5 se 
presenta la evolución de la concentración global de cada uno de los grupos químicos más 
importantes de la fracción volátil del vino en las muestras inoculadas con la cepa L2226.

3.3.2.2.1.- Alcoholes superiores.

Dentro de los alcoholes superiores mayoritarios cabe destacar que tanto el 
isobutanol como el alcohol isoamílico y el 2-feniletanol muestran incrementos en sus 
concentraciones finales a medida que se inocula mayor cantidad de la levadura 
seleccionada, aunque en el caso del alcohol isoamílico las muestras inoculadas con 105 y 
106 células/ml presentan concentraciones similares. De ellos, los dos últimos muestran 
concentraciones superiores, en todos los casos, a las muestras no inoculadas, mientras que 
el isobutanol presenta cantidades menores. Sin embargo, para el 1-propanol se obtienen 
concentraciones algo menores cuando se efectúa el inoculo de 106 células/ml, aunque en 
todos los casos se obtienen cantidades muy superiores a las que presentan las muestras 
obtenidas por fermentación espontánea. En todos los casos, la tendencia que se observa al 
final de la fermentación ya es patente en el periodo intermedio del proceso, manteniéndose 
el mismo orden en cuanto a la producción de los diversos compuestos.

Para el resto de los alcoholes estudiados se observa que tanto el alcohol 
amílico como, en menor medida, el 1-heptanol muestra la misma evolución que la mostrada 
por el 1-propanol. Cabe destacar que todos ellos son alcoholes de cadena lineal de número 
impar de átomos de carbono. No obstante, tanto 1-heptanol como 1-octanol y 1-decanol 
(alcoholes superiores lineales de cadena larga) presentan variaciones reducidas en su 
concentración en función de la cantidad de inoculo.

Por su parte, para el 3-metiltío-1-propanol, sin presentar diferencias 
excesivas, sí que se observa que la concentración es mayor cuanto menor es el aporte de 
levadura seleccionada. La síntesis de este alcohol es muy elevada en los dos primeros días 
de la fermentación, alcanzándose la cantidad máxima al cabo de 7 días.

Globalmente, se observa que la cantidad de alcoholes superiores que 
aparece en el producto final es tanto mayor cuanto más elevado es el inoculo realizado,
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Tabla 3 .3 .4 .- Concentración de los distintos com ponentes en las días 2, 7 y 21 de ferm entación en las m uestras inoculadas
con la cepa L 2226 {Saccharomyces cerevisiae).

ALCOHOLES
1 E+5 cel/ml 1E+6 cel/ml 1E+7 cel/ml

T=2 T-7 T-21 T=2 T-7 T-21 T-2 T-7 T-21

n* COMPONENTE mg/1 C.V. mg/1 1c.v. mg/1 c.v. mg/1 C.V. mg/1 C.V. mg/1 C.V. mg/1 C.V. mg/1 1C.V. mg/1 c.v.

7 1-Propanol 13.000 13 9 21000 ¡ 4 0 39 000 40 10 400 4 9 17 700 4.0 30000 5.7 15 500 2.0 22.540 , 0.1 43.000 7.4

10 Isobutanol 15 300 15 54 000 ' 4 9 106 300 0.7 10 800 2.2 71 000 2 0 116 000 14 12 800 0 4 80.400 ' 3.9 144 000 1.2
13 1-Butanol 0729 0 8 1 200 1 12.2 3 400 5 5 0 760 8 7 1.360 4 2 4.000 10 8 0710 1.7 1290 1 2.5 4.670 0 5

14 Alcohol isoamílico 39 400 0 5 199 000 , 50 250.000 0 4 30.570 0 2 181 000 2 3 246000 11 32.400 0.8 248000 , 2.2 280.000 05

16 Alcohol amílico 0 049 10 0.135 ¡ 9.0 0.154 2.1 0047 30 0 103 5.6 0.125 3 5 0042 13 0153 j 11.3 0.200 5.3

21 1-Hexanol 2 450 18 2.500 16.8 2 340 0.6 2.520 3.3 2.530 1.3 2.470 18 2.380 0.5 2.400 1 3 0 2 470 3.3

22 trans-3-Hexen-1 -ol 0034 0 4 0.036 | 2.0 0.038 18 0.032 5.3 0.035 7.5 0.035 18 0.035 2.6 0035 | 8.8 0.036 6 4

23 cis-3-Hexen-l-ol 0.035 4 6 0033 5 4 0.033 11 0.036 2.8 0.033 18 0.034 6.7 0.035 1.3 0.035 j 4.6 0033 1.7

h— 26 1 -Heptanol 0.020 13.6 0.030 2.0 0.047 6.7 0.015 6.5 0.032 7.8 0.046 38 0.013 3.2 0.037 1 7.2 0.048 15.5
oN> 32 Linalool 0.008 18 0 0 0 6  | 8.3 0.004 8 8 0006 6.3 0.007 3.0 0.005 2.7 0.008 2.8 0.008 | 2.9 0.005 3.7

33 1-Octanol 0.013 2.3 0.081 5.4 0092 7.1 0.014 5.2 0.079 0.2 0.096 2.9 0.015 2 4 0.081 ¡ 3.6 0.092 4.2

40 l-Metoxi-2-butanol N.D. 0.050 ' 5.9 0.115 7.1 N.D. 0.032 5.9 0.166 5.1 0.017 6.9 0.040 ' 7.9 0.154 3 1

44 alfa-Terpineol 0.025 6.9 0.024 | 7.1 0.021 8.2 0.027 6.0 0021 7.7 0.019 6.1 0.027 8 8 0.020 | 9.0 0023 106

46 3-Metilitio-1 -propanol 0.561 11 0.900 10.1 0.970 6.8 0.520 5.9 0.800 13.9 0.900 6.5 0.486 20 0.700 1.3 0 800 12.9

48 1 - Decano 1 traz 0.074 1 14.6 0.080 0.2 traz. 0.077 6.3 0.074 20.3 traz. \ 0.072 1 13 0.076 2.9

52 Alcohol bencílico 0.027 12 3 0.024 1 96 0024 9 7 0.037 0.7 0.021 7.9 0.022 69 0.031 0.8 0.038 110.0 0.033 2.9

55 2-Feniletanol 0.980 13 69 000 \ 4 5 97 600 1 0 14 400 4.8 88000 3.6 108 000 3.9 5 100 2.3 103.000 ¡ 1.9 1 15 400 0.6

ÁC IDOS CRASOS i
1K+5 cel/ml 1 E+6 cel/ml 1E+7 cel/ml «5a

T=2 T-7 T -2 1 T-2 T=7 T-21 T-2 T-7 T-21

n° COMPONENTE mg/1 C.V. mg/1 c.v. mg/1 ¡ C.V. mg/1 C.V. mg/1 C.V. mg/1 ¡ c.v. mg/1 ¡ c.v. mg/1 c.v. mg/1 c.v. i
35 Ácido isobutirico traz 0039 69 0078 1 126 i traz 0035 3.6 0.065 • 6.2 traz. 0.041 5.1 0.077 5.6 ce

42 Acido isovalcriámco 0.014 83 0 128 5.4 0.243 1 10 traz 0 121 8 3 0260 1 5.0 traz. 0 161 0.4 0.261 3 0 O

50 Ácido hexanoico 0 150 78 0270 6 1 0 263 ! 26 0 148 02 0 239 04 0.233 ! 12 0.142 ¡ 65 0.231 5.0 0 193 2.2~' 1r—
57 Ácido octanoico 0 013 6 1 0 048 1 9 0070 1 69i 0 010 7 1 0053 4 5 0.069 1 16.0 traz. 0.049 69 0067 115 —

59 Acido decanoico traz 0 018 7 9 0 044 1 53 traz 0025 4 1 0054 1 02 traz 0 025 8 9 0067 111 O 'z
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Tabla 3.3.4 (cont.).- Concentración de los distintos componentes en las días 2, 7 y 21 de fermentación en las muestras inoculadas
con la cepa L2226 (Saccharomyces cerevisiae).

ÉSTERES
1 E+5 cel/ml 1 E+6 cel/ml 1E+7 cel/ml

T-2 T-7 T-21 T-2 T-7 r-21 T-2 T-7 T-21

n° COMPONENTE mg/1 ! c .v . mg/1 c .v . mg/1 ¡ C.V. mg/1 , C.V. mg/1 C.V. mg/1 , C.V. mg/1 | C.V. mg/1 , C.V. mg/1 , C.V.

2 Acetato de etilo 0 596 ' 4 2 0.910 3 9 17 800 ' 3 2 0.470 ' 8.3 0916 0.2 20.800 | 0.7 0.210j 5.4 1.500 j 7.0 23 600 - L 2- 6-
4 Isobutiiaxo de etilo traz 1 0050 1 1.3 0059 1 73 0.010 1 8.9 0055 4.5 0.063 1 16.7 0.007 1 9.3 0.055 1I 6.1 0.061 1 42I
8 Butirato de etilo traz

1
1 0.008 | 9.1 0.009 1 71

1
traz. | 0.007 69 0.010 1 81 0 008 t 9.3 0.009 , 3.9 0016 1 53

9 Isovaleriato de etilo traz 11 0.008 3 8 0.005 1 38 traz ! 0007 19 0.007 ! 2.3 traz. traz. 0.011 ¡ 12 2
15 Hexanoato de etilo 0.058 • 3.8 0.213 1 3.0 0.250 1 66 0053 1 3.0 0.260 7.9 0.290 1 5.8 1 0.044 1 0.8 0.230 1 |

3.4 0.310 1 341
20 Lactato de etilo 0.330 1 58 2 443 | 0.3 3.600 1 8.7 0.121 | 6.9 2 390 0.7 3.400 1 5.8 0.214 | 2.3 2.379 1 04 3.360 1 2.4

25 Octanoato de etilo 0.022 ! 13.6 0191 ¡ 4.9 0.341 ¡ 26 0.035 ¡ 2.1 0.210 5 8 0.340 ! 5.4 0 015 ¡ 1.6 0.220 ¡ 6.1 0.350 ! 57
31 3-Hidroxibutirato de etilo 0 011 • 3.8 0.330 1 6 1 0.480 • 8.6 traz 1 | 0.310 50 0.450 1 4.6i 0 009 • 0.1 0.305 1 1 2.9 0 440 ' 53  1
41 Decanoato de etilo 0.029 1 3.6 0.420 | 3.1 0.670 1 7.6 0.048 | 6.9 0 340 3.8 0650 1 2.0 0.052 | 3.5 0430 | 5.0 0.730 1 110
43 Succmato de dietilo 0.075 ! 100 0.360 8.3 0.443 ¡ 86 0.080 \ 3.2 0.388 3.8 0.416 ¡ 30 0.050 ¡ 6.9 0.311 27 0480 ! 13
45 9-Decenoato de etilo 0.005 ' 7.1 0350 1 7.1 0990 ' 64  1 traz. 1 1 0 147 4.2 0680 1 2.4i 0005 1 9.2 0 168 1 1 86 0.690 1 13 1
51 Dodecanoalo de etilo 0.019 1 6.0 0.250 l 6.9 0360 1 9.2 0062 1 1.7 0 290 7.7 0.352 1 2.3 0038 | 06 0.278 l 0 6 0 370 1 118

58 Malato de dietilo 0.045 J_ 18 4 0.150 5 3 0.230 ! N.D [ 0 250 6.0 0.290 ! 39 traz j 0 160 | 5.2 0 250 !41
5 Acetato de propilo traz 1

i traz traz. 11 traz. 1 1 traz traz. i
i traz. 1 traz. traz 1

1
6 Acetato de isobulilo 0.023 1 7.2 0.380 1 3.4 0.405 1 0.3 0 071 1 0.6 0 450 6.1 0.480 1 1.0 0.058 1 4.1' 0.380 1 11.3 0.666 1 0.9

11 Acetato de butilo 0.005 ¡ 6.4 0.013 \ 9 8 0016 ¡ 6.2 0.010 ¡ 7.1 0010 69 0.013 ¡ 7.3 traz. | 0.013 \ 3.6 0.016 ¡ 62

12 Acetato de isoamilo 0 516 | 0.3 3.700 J 3.3 26 200 ! 12 0.512 J 0.8 3.540 0.4 21.500 ¡ 15 0.425 j 19 3 600 ¡ 40 25.700 ! 12
18 Acetato de hexilo 0 510 1 40 0.450 1 9.0 0.510 l 62  1 0 430 t 1 8.6 0 450 10 1 0.430 1 9 1 1 0450 1 0.5 0.500 1 1 2.3 0.490 1 129 1
47 Diaccluto de

1
1

1
1 1 1 1 1

1,2-propanodiol 0.044 ! 71 0320 ¡ 8 5 0.520 1 39 0.064 j 63 0 280 4.1 0 450 ¡ 16.0 0.015 ! 89 0.307 j 2.6 0 500 j 0.2
49 Acetato de 2-1‘enetilo 0.029 1 03 0.200 1 2.1 0200 l 12.2 0026 1 8.9 0 191 69 0.220 1 56 0020 1 5 6 0 190 1 6.3 0 240 l 59

17 Isobutirato de isoamilo traz. 1 0025 | 116 0.024 1 08 traz i 0 014 8 1 0.016 1 7.1 traz. | 0.018 | 3.5 0.017 1 9.7

19 lsovalenato de isoamilo traz 11 traz . 0.008 ¡ 17 traz . 0005 05 0 006 ¡ 4.7 traz. . 0.008 7.5 0009 ! 77
27 Hexanoato de isoamilo traz 1 0023 1 6.7 0036 • 56 1 0.007 1 1 1.8 0.028 3 8 0037 • 6.3 1 traz. 1 0.027 1

t
13.2 0035 1

29 Octanoato de isoamilo 0012 11 2.2 0 054 | 9 0 0.085 1 2 8 0005 | 9.1 0057 5 3 0080 1 30 0010 | 3.2 0.062 | 206 0084 1 110 
|

53 Isobutiralo de 2-lenetilo traz 1
1 traz | traz.. 1

1 traz. | traz traz t
1 traz. | traz. - traz 1

1
54 Decanoato de isoamilo traz 1

i traz traz. 11 traz. 1I traz traz 1
1 traz 1 traz 1 1 traz 1

1
62 Benzoato de 2-fenetilo traz.

1
1 traz 1 traz 1 traz 1 0 008 69 0008 1 24 traz 1 traz. 1 0 013 1 02



Tabla 3.3.4 (cont.).- Concentración de los distintos componentes en las días 2, 7 y 21 de fermentación en las muestras inoculadas
con la cepa L2226 (Saccharomyces cerevisiae).

rULIULES
1E+5 cel/ml 1 E+6 cel/ml 1E+7 cel/ml

T-2 T-7 T-21 T-2 T-7 T-21 T-2 T-7 T-21

n° COMPON ENTE mg/1 ' C.V. mg/1 | C.V. mg/1 j C.V. mg/1 j C.V. mg/1 j C.V. mg/1 ¡ C.V. mg/1 j C.V. mg/1 j C.V. mg/1 J C.V.

34 2,3-Butanodiol (treo) >0.000 1 11.3 290.000 1 4 8 690000 1 2.2 15.400 • 3.6 353.300 1 0.4 700.000 1 0.7 1 6900 1 6.9 
|

370.000 1 7.2 1 730.000 1 1.8 1
36 2,3-Bulanodiol (entro) 6.800 | 3.1 10.500 \ 88 17.320 ¡ 0 1 6 800 ¡ 2.1 12.400 ¡ 5.5 15.000 , 1.2 6.800 | 3.2 14.400 | 2.9 13.000 , 10.7

37 1,2-Propanodiol 0 080 ¡ 6 2 52 000 J 29 62.000 ¡ 3.1 0079 j 6.5 45 800 j 2.3 52.600 j 1.5 0.075 j 7.2 51.400 j 5.3 48.000 | 5.1

61 Glicerol N.D. l 380 000 1 8.5 4400 000 1 4 1 N.D 1 292.000 t 0 8 4700.000 1 3 5 N.D. • 288.000 1 2.3 4400.000 1 8.1

OTROS
1 E+5 cel/ml 1 E+6 cel/ml 1E+7 cel/ml

T-2 T-7 T-21 T-2 T-7 T-21 T-2 T-7 T-21

n° COMPONENTE mg/1 1 C.V. mg/1 C.V. mg/1 1 C.V. mg/1 C.V. mg/1 C.V. mg/1 1 C.V. mg/1 c.v. mg/1 c.v. mg/1 1 c.v.

1 Acetona N.D 6.000 39 7.300 ¡ 12.3 1.140 4.3 5.100 10.8 6.800 ! 32 0.930 5.3 8.900 4.9 10000 1 13.2

3 2,4-dimetil-1,3-dtoxolano 0.095 1.7 1.430 3.1 2.210 ! 2*
0.069 6.9 1 390 4.9 2.000 ' 3 1 0.032 82 1.550 4.1 2.550 j 32

i
24 4,5-dimetil-2-pentadecil- * 1 1

i
1

-1,3-dioxolano 0.101 0.7 0.105 4.8 0.093 ' 3.1 0.070 0.4 0.095 2.0 0.139 , 0.8 0.081 0.3, 0.131 0.9 0.148 1 26
28 2,4-Dimelil-3-pentanona N.D 0.012 50 0.009 ¡ 66 traz. 0.015 4.7 0.013 ¡ 53 traz. traz 0 014 j 13 2

30 Benzaldehido 0088 73 0.130 14.4 0.149 1 107 0.090 8.3 0.111 3.0 0 135 1 58i 0.090 7.1 0096 8.2 0 118 1 144 1
38 gamma-Butirolactona 0.009 19 2.100 6.6 4.240

1
1 13 0046 14.9 2.040 29 4083 1 01 0.009 59 1.630 39 3.920 1 2.5

39 N-Etilacet amida traz 0 106 133 0.097 ¡ 14 traz 0099 28 0084 ¡ 49 traz 0.068 83 0 121 ¡ 18

56 beta-lonona 0015 9.8 0 161 140 0.230 1 5.1 0030 9.0 0 190 102 0270 1 7.2 1 0.013 9.7 0.200 3.8 0.260 1 86 1
60 Ainilbenzaldehido traz 0 089 17 4 0.202 1 6.0 N D. 0051 9 6 0.222 1 0.5 N.D. 0020 7 1 0219 1 19

C V. -  coeficiente 

de variación 

N D -  No detectado 

traz. = trazas



RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Tabla 3.3 .5 .- Evolución en la concentración de los principales grupos de compuestos 
en las muestras inoculadas con la cepa L2226 (S a c c h a r o m y c e s  c e r e v is ia e ) .  

A) 105 células/ml; B) 106 células/m l; C) 107 células/ml.

A)
T=2 T=7 T=21
mg/1 1 % mg/1 ¡ % mg/1 %

Fracción volátil 92.323i 721.9891 1337.804

Componentes constantes 3.177 ¡ 3.44 3.203 ¡ 0 44 3.119 0.23
Mayori taños 68.680'74 39 343.000'47.51 492.900 36.84

Alcoholes superiores Minori taños 0.082 i 0.09 0.321 i 0.04 0.373 0.03
Totales 7005-2 J75.88 345 470¡ 47.85 497.758 37.21

Acidos orgánicos 0.177 ¡ 0 19 0.504 ¡ 0.07 0.697 0.05
Acetato de etilo 0 596 i 0.65 0.910 i 0.13 17.800 1.33
Eühcos* 0 592 ¡ 0.64 4.774 0.66 7.437 0.56

Ésteres Acetatos* 0.617 ¡ 0.67 4.613 ¡ 0.64 27.340 2.04
Isoamílicos 0012 ' 0.01 0.102 i 0.01 0.153 0.01
Totales* 1 221 ! 1.32 9 489 ¡ 1.31 34.930 2.61

Dioles 16 880¡ 18.28 352 500¡ 48.82 769.320 57.51

T=2 T=7 T=21
mg/1 i % mg/1 i % mg/1 %

Fracción volátil 96 070¡ 794.438, 1340.585
Componentes constantes 3 179 ¡ 3.31 3.208 ¡! 0.40 3.150 0 23

Mayontanos 66 1701 68.88 357.700i45.03 500.000 37.30
Alcoholes superiores Minontanos 0.076 ¡ 0 08 0.291 ii 0.04 0.341 003

Totales 67.526¡ 70 29 360.183 ¡¡45.34 505.407 37 70

Acidos orgánicos 0.158 'i 0.16 0.473 i 0.06 0.681 0.05
Acetato de eülo 0.470 i! 0.49 0.916 i 0.12 20.800 1.55
Etílicos* 0.409 ¡ 0.43 4.654 | 0.59 6 948 0.52

Ésteres Acetatos* 0.683 ' 0.71 | 4.471 ' 0.56 | 22.663 1.69
Isoamilicos 0011 1 0.01 0.104 1 0.01 0.139 0.01
Totales* 1 103 ! 1.15 9.228 ¡ 1.16 29.750 2 22

Dioles 22 279¡ 23.19 411 500'.51 80 767.600 57.26

C )
T=2 T=7 T = 21
mg/1 i % mg/1 i % mg/1 . %

Fracción volátil 86 300 ¡ 918 676j 1458 264 ¡
Componentes constantes 3 055 ' 3.54 3.132 ' 0.34 3.209 ' 0.22

Mayoritanos 65 800i76.25 453.940i49.41 582.400 (39 94

Alcoholes supenores Minontanos 0 071 ¡ 008 0 344 I 0.04 0 416 ¡ 0.03
Totales 67.083'77.73 456.314149.67 588.440 140.35

Acidos orgámcos 0 142 ! 0.16 0.507 i 0 06 0.666 i 0 05
Acetato de eülo 0.210 ¡ 0.24 1.500 ¡ 0.16 23.600 1 1 62
Etílicos* 0 441 ¡ 0.51 4 545 ¡ 0.49 7.069 ¡ 0 48

Ésteres Acetatos* 0 518 i 0.60 4 491 i 0.49 27.122 ¡ 1 86
Isoamílicos 0.010 ¡ 0.01 0.114 ¡ 0.01 0.146 | 0 01
Totales* 0.970 ! 1 12 9.150 ¡ 1.00 34.336 '2  35

Dioles 13 775i 15 96 435.800i47.44 791.000 i54 24

* = menos acetato de etilo.
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siendo más acusado cuando se añade al mosto 107 células/ml de la levadura L2226; cuando 
se efectúa el inoculo más bajo, la cantidad de alcoholes superiores es muy similar a la que 
se obtiene en la fermentación espontánea del mosto. Sin embargo, a día 7 de fermentación, 
sólo es parecida a la fermentación espontánea la muestra en la que se realiza el inoculo más 
alto, mientras que en el resto de los casos las cantidades sintetizadas son significativamente 
menores.

3.3.2.2.2.- Ácidos grasos.

A excepción del ácido hexanoico, el resto de ácidos grasos estudiados 
muestra concentraciones ligeramente superiores cuanto más elevado es el inoculo 
realizado, aunque las diferencias son mínimas.

El ácido hexanoico (C6) muestra incrementos poco acusados de su 

concentración a lo largo de la fermentación (apenas si duplica su concentración) pero 
además presenta cantidades más elevadas cuanto menor es el inoculo realizado (entre 15- 
35%), de modo que parece que el desarrollo de la levadura seleccionada va a dificultar la 
síntesis de este ácido.

Globalmente, la cantidad de ácidos grasos que se sintetiza es mayor cuanto 
más reducido es el inoculo efectuado, fundamentalmente debido al aporte del ácido 
hexanoico, aunque las diferencias son inferiores al 5%. Lo que si se observa es que en 
todos los ca§ps, las cantidades que se obtiene son un 25-30% superiores a las que se 
observan en las muestras obtenidas por fermentación espontánea del mosto.

3.3.2.2.3.- Ésteres.

3.3.2.2.3.1.-Acetato de etilo.

Lo que en principio llama la atención sobre la producción de acetato de 
etilo en los mostos inoculados con la cepa L2226 es la escasa síntesis que se observa en los 
7 primeros días de la fermentación, mientras que la mayor parte de este producto se forma 
en la etapa final del proceso. Por otra parte, se observa que se produce un incremento en la 
concentración de acetato de etilo a medida que se incrementa el aporte de la levadura 
seleccionada, aunque en ningún caso llegan a alcanzarse las concentraciones obtenidas en 
la fermentación espontánea del mosto.
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3.3.2.2.3.2.- Ésteres etílicos.

La mayoría de los ésteres etílicos considerados muestran un incremento en 
la concentración final cuanto mayor es el inoculo realizado; sin embargo, las diferencias no 
son en ningún caso muy acusadas, destacando, quizá, la diferencia del 25% que se presenta 
en el hexanoato de etilo, mientras que en el resto de los casos es siempre inferior al 15%.

Sin embargo, los hidroxi-ésteres etílicos y el 9-decenoato de etilo muestran 
concentraciones mayores en todos los estadios de la fermentación cuando se emplean 
concentraciones bajas de inoculo; no obstante, en el caso de los hidroxi-ésteres, las 
diferencias nunca son muy acusadas (7-9%), mientras que en el 9-decenoato de etilo se 
observan diferencias del 45%.

Considerando el conjunto de los ésteres etílicos, se observa que las 
cantidades más elevadas se obtienen cuando se efectúa el inoculo menor. Sin embargo, en 
todos los casos, las concentraciones son mucho menores que las obtenidas por 
fermentación espontánea del mosto, oscilando entre 21-28% al cabo de 7 días de 
fermentación y entre 51-62% al final del periodo fermentativo, aunque las concentraciones 
de los ésteres etílicos de alto peso molecular son similares a las que se obtienen por 
fermentación espontánea del mosto. Este hecho no se puede justificar únicamente en 
función de la concentración de etanol (ya que es similar en todos los casos), por lo que 
debemos pensar en la intervención de otros factores añadidos que van a determinar la 
síntesis de los ésteres etílicos.

3.3.2.2.3.3.- Acetatos.

Para todos los acetatos considerados se observa el mismo comportamiento 
que el visto para sus respectivos alcoholes superiores; así, tanto el acetato de 2-fenetilo 
como el acetato de isoamilo muestran concentraciones mayores cuanto más elevado es el 
aporte de levadura seleccionada. Por el contrario, tanto el acetato de isobutilo como el 
diacetato de 1,2-propanodiol presentan cantidades más elevadas con el inoculo de 105 
células/ml de la cepa L2226. Sin embargo, el acetato de isoamilo muestra un 
comportamiento diferencial; así, mientras el resto de acetatos se sintetiza mayoritariamente 
en los 7 primeros días de la fermentación, el de isoamilo se forma fundamentalmente a 
partir de ese momento del periodo fermentativo.

107



RESULTADOS Y DISCUSIÓN

En conjunto se observa que las inoculaciones mayor y menor presentan 
concentraciones similares, mientras que cuando se efectúa el inoculo de 106 células/ml la 
cantidad obtenida es menor. Sin embargo, las concentraciones que se obtienen son 30-57% 
superiores a las que se presentan en la fermentación espontánea, de forma paralela a lo que 
ocurre con los alcoholes superiores.

3.3.2.2.3.4.- Ésteres de isoamilo..

Los ésteres de isoamilo muestra comportamientos similares con ligeras 
diferencias en función de la concentración del inoculo, aunque mantienen la evolución 
mostrada por el alcohol isoamílico. Sin embargo, en ningún caso se presenta el efecto 
mencionado para el acetato de isoamilo.

3.3.2.2.3.5.- Discusión.

Dado que los acetatos son los compuestos mayoritarios dentro de los 
ésteres, es la variación de éstos la que va a determinar su comportamiento. Así, se observa 
que la mayor concentración se presenta en las muestras inoculadas con 105 y 107 
células/ml. No obstante, las concentraciones finales son mayores, en todos los casos, que 
las que se obtienen por fermentación espontánea, aunque a día 7 de fermentación la 
situación es la contraria, siendo la muestra inoculada con la menor cantidad de la cepa 
L2226 la más próxima a la muestra no inoculada.

3¡£.2.2.4.-Glicoles.

Por un lado, se observa que la formación de glicerol no depende del inoculo 
realizado, destacando el hecho de que se sintetiza fundamentalmente a partir del día 7 de 
fermentación. Tanto el 1,2-propanodiol como el m7ro-2,3-butanodiol muestran 
concentraciones máximas cuando se inocula el mosto con 105 células/ml y la mínima 
cuando se realiza el inoculo con 106 células/ml. Por último, el /ra?-2,3-butanodiol muestra 
concentraciones finales tanto mayores cuanto más elevado es el inoculo.

Globalmente, la muestra que presenta un mayor contenido en dioles es la 
inoculada con 105 células/ml de la cepa L2226 y siempre superior al que se obtiene por 
fermentación espontánea; igual sucede, pero en menor medida, con la muestra inoculada 
con 107 células/ml. Por el contrario, la muestra inoculada con 106 células/ml muestra 
concentraciones más bajas que las muestras obtenidas por fermentación espontánea.
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3.3.2.2.5.- Otros compuestos.

Del resto de compuestos estudiados, tanto acetona como p-ionona y 2,4- 
dimetil-l,3-dioxolano presentan concentraciones mayores a medida que el inoculo es más 
elevado. Por su parte, la y-butirolactona, aunque con diferencias mínimas, muestra 
concentraciones mayores cuanto menor es el aporte de la levadura seleccionada L2226.

3.3.2.3.- Discusión.

Si nos fijamos en la cinética de la fermentación observamos que no existen 
grandes diferencias en función del inoculo empleado, aunque es ligeramente más rápido el 
inicio cuando se realiza el aporte más bajo de levadura seleccionada.

Atendiendo a la fracción volátil, se observa que las cantidades menores se 
obtienen con los inóculos de 105 y 106 células/ml, aunque en todos los casos son superiores 
a las que se obtienen por fermentación espontánea del mosto, fundamentalmente por la 
concentración de dioles.

Las cantidades de alcoholes superiores que se obtienen muestra la misma 
dependencia del inoculo que la vista para el conjunto de la fracción volátil; no obstante, las 
concentraciones presentes en las muestras a las que se añade menor cantidad de la cepa 
L2226 son muy parecidas a las que se obtienen por fermentación espontánea del mosto. En 
cuanto a las relaciones existentes entre la cantidad total de ésteres (A) o ésteres etílicos de 
alto peso molecular (B) respecto al contenido en alcoholes superiores (C) (Tabla 3.3.6).

105 células/ml 106 células/ml 107 células/ml

A/C 0.070 0.059 0.058

B/C 5.24E-3 4.58E-3 4.16E-3

Tabla 3.3.6.- Relación existente entre las cantidades de ésteres (A) y ésteres 
etílicos de alto peso molecular (B) respecto a los alcoholes superiores (C) en las muestras 
inoculadas con la cepa L2226 de Saccharomyces cerevisiae.

Para ambas relaciones los valores más elevados se obtienen al realizar el 
inoculo con 105 células/ml, siendo incluso superiores a los que se obtienen en la 
fermentación espontánea del mosto, mientras que las cantidades son menores a medida que
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la concentración del inoculo es más elevada. D e  este  m odo, cabe concluir que los  

resultados más satisfactorios se obtienen, para la cepa L 2226  de Saccharomyces 
cerevisiae, al inocular el m osto  con  105 células/m l, obteniéndose, para tod os los  

parámetros estudiados, valores similares a los que proporciona la ferm entación espontánea  

del m osto.

3 .3 .3 .-  Inoculación con la cepa V  de Saccharomyces cerevisiae.

Las características enológicas de la cepa V  de Saccharomyces cerevisiae son:

- Rápido inicio de la fermentación.

- Cepa K +R +.

- R esistencia a altas concentraciones de etanol.

3 .3 .3 .1 .-  Cinética de la fermentación.

El m osto  inoculado con  esta levadura muestra un rápido inicio de la 

fermentación, aunque en ningún m om ento se iguala a la ferm entación espontánea (5 0 -7 0  

g/1 en los dos primeros días), siendo más rápido cuanto mayor es el inoculo realizado. Sin 

embargo, al cabo de 7 días de ferm entación, excepto  en la muestra en la que se hace el 

inoculo más bajo, la cantidad de azúcares es la m enor de todas las muestras, presentando  

un elevado consum o en etapas intermedias de la fermentación.

300

200 ■

A zúcar (g/1) 150-■ 

100 -

5 0  ■

0 10 15 20 25

Días

Figura 3.3.3.- Cinética de ferm entación de los m ostos inoculados con la cepa V de 
Saccharomyces cerevisiae (O 105 células/ml; □  106 células/m l, A 107 células/m l).
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Al cabo de 21 días, se obtiene un vino con el mismo contenido en azúcares que la 
muestra obtenida por fermentación espontánea del mosto y aquella en la que se inocula la 
cepaL2226 (Figura 3.3.3).

3.3.3.2.-Formación de la fracción volátil.

En la Tabla 3.3.7 se muestra la evolución de cada uno de los componentes 
estudiados para los tres inóculos ensayados a lo largo de la fermentación, así como el 
coeficiente de variación entre las distintas experiencias realizadas. En la Tabla 3.3.8 se 
presenta la evolución de la concentración global de cada uno de los grupos químicos más 
importantes de la fracción volátil del vino en las muestras inoculadas con la cepa V.

3.3.3.2.1.-Alcoholes superiores.

Atendiendo a los alcoholes superiores mayoritarios cabe destacar, en primer 
lugar, que la influencia de la concentración del inoculo es más bien reducida. No obstante, 
parece que existe una mayor concentración de cada componente cuanto mayor es el 
inoculo efectuado.

Para el 1-butanol la situación es un tanto más confusa ya que aunque la 
menor concentración corresponde al inoculo menor, la mayor lo hace al inoculo de 106 
células/ml. En el resto de alcoholes superiores se observa que tanto para el 1-heptanol 
como para el 1-octanol la síntesis es mayor cuanto menor es el inoculo realizado. En 
cambio, para el 1-pentanol la situación es la inversa. Por su parte, el 1-decanol presenta la 
concentración más elevada cuando se efectúa el inoculo más elevado, mientras la menor se 
obtiene cuando se realiza el inoculo con 106 células/ml. Por último, en el 3-metiltío-l- 
propanol se presenta la misma situación que en los casos anteriores; así, se sintetiza cerca 
de un 50% en los dos primeros días de fermentación, y el resto hasta el séptimo día del 
proceso, para permanecer constante a partir de este momento. Si atendemos a la influencia 
del inoculo se observa que los inóculos mayor y menor conducen a la obtención de 
concentraciones similares de 3-metiltío-1-propanol, mientras que el inoculo con 106 
células/ml produce un 25% más de este alcohol.

En general, se observa un gran incremento en la cantidad de alcoholes 
superiores a lo largo de toda la fermentación cuando se inocula el mosto con la cepa V de 
Saccharomyces cerevisiae. Este incremento es del 86-220% a los dos días de la 
fermentación, del 34-49% al cabo de siete días de iniciada la fermentación y del 6-19% en
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Tabla 3 .3 .7 .- Concentración de lo s distintos com ponentes en las dias 2, 7 y 21 de fermentación en las muestras inoculadas
con la cepa V  {Saccharomyces cerevisiae).

ALCOHOLES
1E+5 cel/ml 1E-+6 ccl/nil 1E+7 cel/ml

T-2 T-7 T-21 T-2 T-7 T-21 T-2 T-7 T-21

n° COMPONENTE nig/l C.V. mg/1 C.V. mg/1 ¡ c.v. mg/1 C.V. mg/1 , C.V. mg/1 1 C.V. mg/1 c.v mg/1 C.V. nig/l C.V.

7 1 -Propanol 7600 4 4 39000 ¡ 15.1 45000 I 61 9 300 3.1 46 000 ! 31 49.000 ¡ 6.6 9.470 0.2 46.000 j 4.7 46.000 3.5

10 Isobutanol 16 400 2.4 130.000 1 0.7 125.000 1 1.1 19 920 0.2 131.000 1 2 8 128.000 1 6.3 16.900 1.7 118.000 1 1.4 119 800 06

13 1-Bulanol 0 740 9 5 2 100 1.1 3.120 | 3 1 0.910 67 2.640 1 07 3 800 ¡ 12 6 0 790 9 5 2.540 | 1.0 3.400 6 5

14 Alcohol isoamilico 49 600 16 324.000 ! 10 273 000 I 19 69.100 08 350000 ! 31 320000 ¡ 53 98.600 0.9 382.000 j 1.3 336 000 09

16 Alcohol amílico 0.049 14 0.060 • 4.4 0.091 1 15.2 0.064 2.1 0.105 1 39  1 0 149 1 3.1 0.075 0.3 0 174 1 4 9 0 207 94

21 1-Hexanol 2 420 10 2.460 | 1.8 2.440 1 0.8 2.500 1.1 2.480 1 3.2 2.460 1 3.7 2.470 3.1 2480 | 1.4 2.480 11
22 trans-3-Hexen-1 -ol 0035 4 4 0033 5.2 0.033 \ 8.6 0.035 4.0 0.033 ¡ 160 0034 ¡ 64 0.036 4.6 0.034 j 9.0 0.035 48

23 cis-3-Hcxcn-l-ol 0.034 30 0034 • 4.1 0.034 1 4.1 0.033 13.0 0.035 1 11.2 1 0.033 1 5.7 0.032 86 0.034 1 11.5 0034 32

t - 26 1 -Hcptanol 0.017 11.5 0049 | 0.4 0086 1 58 0.020 3.6 0048 1 11 0.086 1 15 0.023 16 0.046 | 109 0.075 1.3

32 Linalool 0.007 1.8 0.008 j 4.3 0007 | 2.3 0.005 2.7 0.006 ! 27 0.009 ! 18 0.007 40 0.007 j 0.4 0.010 2.0
33 1-Octanol 0.014 2.3 0.080 1 6 4 0.108 1 3.1 0.010 45 0073 ' 7.0i 0.108 1 62 0.017 3 9 0.095 1 1.7 0.104 16

40 l-Metoxi-2-butanol 0006 8.1 0025 1 2.2 0.120 1 180 0.010 7.1 0.018 1 62 0 108 1 31 ND 6000 l 0 120 12.4

44 alfa-Terptneol 0020 7 1 0.028 62 0024
I <. 
1 41 0.024 3.7 0.029 ¡ 9.1 0022 í 48 0.027 60 0.029 ¡ 5.7 0.025 10 2

46 3-Metilitio-1 -propanol 0 463 11 1 080 1 2.2 1.100 1 11.7 0 720 7 5 1 410 | 31 1 400 • 94 0.570 9.8i 1.100 i 6 1 1.150 34

48 1 - Decano! 0.009 7 1 0048 1 87 0 082 1 17 4 traz 0.041 1 48 0.066 1 30 0 005 9 1 0065 1 3 9 0 098 130

52 Alcohol bencílico 0 033 12.3 0034 , 6.9 0036 ¡ 106 0.044 5.6 0043 ¡ 48 0.046 ! 72 0037 36 0.036 ¡ 7.9 0039 5 6
55 2-Feniletanol 18 400 1 3 75 000 ¡ 2.0 74000 ! 34 23 000 59 75000 ! 3.3 76 000 ! 63 35 000 49 77600 ¡ 08 77 200 1 4

ÁCIDOS ORGÁNICOS S
1 E + 5 cel/ml 1 E+6 cel/ml 1E+7 cel/ml tfls

r=2 T-7 1=21 1=2 T-7 r=2i T-2 T-7 T-21 C“H
*

n* COMPONENTE mg/1 C.V. mg/1 C.V. mg/1 1 c.v. mg/1 1 c.v. mg/1 1 ( V mg/1 1 C.V. mg/1 ( V . mg/1 c.v. mg/1 1 C.V.
P**
g

35 Acido isobutírico traz 0035 1 1.7 0 135 1 6 1 traz 0017 1 30 0.103 1 7 1 traz. 0012 1 6 9 0099 1 76
wtn  
<

42 Acido isovalenanico 0006 9  2 0207 ¡ 53 0 409 ! 39 traz 0 183 J 3 8 0 410 ! 26 0012 3.2 0 199 ¡ 8 2 0 413 ! 36 O
50 Acido hexanoico 0 189 3 7 0 308 .10 0 320 1 68 0 150 1 0 1 0 299 ¡ 78 0.304 1 99 0 162 13 5 0 238 ' 1 8 0 287 1 67

¡
57 Acido octanoico 0011 4 7 0077 1 13 0 0088 1 5.7 0 012 1 9 1 0073 1 76 0082 l 2.2 0019 7 1 0.075 1 6 8 0.118 1 55 cfifi

59 Acido dcc.moico ll .V (1029 | 2 3 0 077 1 6 s Ira/ 0 037 | 22 0 056 ! 42 ira/ 0 051 II 5 0 055 ¡ 77 O-2



Tabla 3.3.7 (cont.).- Concentración de los distintos componentes en las días 2, 7 y 21 de fermentación en las muestras inoculadas
con la cepa V {Saccharomyces cerevisiae).

ÉSTERES
1 E+5 cel/ml 1 E+6 cel/ml 1E+7 cel/ml

T-2 T-7 T-21 T-2 T-7 T-21 T-2 T-7 T-21

n® COMPONENTE mg/1 C.V. mg/1 C.V. mg/1 j C.V. mg/1 ¡ C.V. mg/1 C.V. mg/1 ¡ C.V. mg/1 ¡ c .v . mg/1 j C.V. mg/1 ¡ C.V.

7 Acetato de etilo 0440 116 2.800 1 7.3 27.300 1 29 0.880 1 3.6 1.500 80 35.000 1 7.3 0.680 1 7.5 3.250 1 2.0 48.900 1 20
4 Isobutirato de etilo traz. 0.045 | 11 0.051 1 6.3 0.010 1 7.1 0.032 19.1 0033 1 7.0 0.012 | 68 0.035 1 0.5 0.041 1 44

8 Butirato de eülo 0.006 2.5 0.015 5.8 0.017 ! 3.5 0.005 ¡ 9 8 0.008 7.1 0.007 ¡ 9 7 üaz J 0.011 1 64 0007 ! 72
9 Isovaleriato de etilo üaz. üaz. • 0.012 1 0.7 1 üaz. 11 0.004 9.0 0.008 1 5.8 1 üaz. 1 1 0.005 • 9 6 0.009 1 44

i
15 Hexanoato de etilo 0.074 3 1 0.264 i 2.3 0.340 1 3.8 0.103 | 0.6 0.248 4.5 0.290 I 8.0 0.135 | 2.1 0.256 1 3.4 0.269 1 2.9

20 Lactalo de etilo 0.114 3 1 1.900 10.8 8300 ¡ 7.2 0.150 ¡ 12.0 2.230 2.2 7.780 ¡ 0.7 0.360 j 11.8 2.600 ! 72 8.300 ! 16
25 Octanoato de etilo 0.027 3 1 0.250 1 4.8 0.570 1 4.1 1 0.033 1 2.2 1 0.247 1.8 0.580 ' 12.2 1 0.043 1 112.6 0.240 1 0.2 0.570 1 4.3i
31 3-Hidroxibulirato de etilo 0.086 3 8 0600 l 6.1 0.590 1 84 0.134 1 1.0 0.590 3.3 0.585 1 0 4 0.199 | 13 0.590 1 2.3 0.620 1 7.8

41 Decanoato de etilo 0.046 36 0.270 \ 7.7 0.500 ¡ 1.1 0.047 ! 59 0.210 9.8 0.487 1 12 0.061 ¡ 1.3 0.241 ! 85 0.500 ¡ 43

43 Succuiato de dietilo 0.018 10.0 0 325 j 1.0 0.910 1 6.5 1 0024 1 4.9i 0.335 3.0 0.900 1 7.2I 0.051 1I 4.0 0.520 1 10.6 1.000 ! 56
45 9-Decenoato de etilo 0032 4.7 0230 1 39 0.440 1 14.3 0.053 1 5.7 0.600 2.7 0.570 1 3.2 0029 1 14.6 0.520 1 36 0.510 1 14

51 Dodecanoato de etilo 0.033 60 0250 ¡ 180 0.310 ¡ 100 0043 1 59 0.210 4.5 0.330 ! 95 0.072 \ 3.1 0.180 | 4.9 0.360 ! 50
58 Malato de dietilo N.D 0.230 7.6 0.350 ' 6.4 0092 0.242 1.9 0.400 j  10.4 N.D _¡ 0.213 1 19 0.360 J - 2-8 -
5 Acetato de propilo traz. üaz 1 üaz. 1 üaz. 1 üaz. üaz. 11 üaz. 1I 00

üaz. üaz. 11
6 Acetato de isobulilo 0.020 14.4 0.560 | 0.3 1.060 1 14 0.016 1 10.5 0.530 5.9 1.100 1 2.1 0.011 | 0.634 ¡ 0 8 0.986 1 0.5

11 Acetato de butilo 0.005 10 1 0.031 ! 6 8 0.044 ¡ 5.7 0.013 ¡ 18.4 0.042 4.5 0.052 ! 62 0.010 j 5.4 0033 ! 37 0 040 ! 9.2

12 Acetato de isoamilo 0 764 1.0 11900 1 14 24.200 1 1.2 0980 1 7.7 1 9 800 0.5 28000 1 4.0 1 1.490 1 | 1.7 13.600 ■ í.i 29 400 1 0.6 1
18 Acetato de hexilo 0 497 0 8 0480 | 4.6 0.440 1 9.2 0.440 1 5.3 0.430 2.2 0 490 1 3.6 0.430 | 1.3 0 490 1 52 0490 1 120
47 Diacetato de

1
1

1
1

1
1

1
1

1
1

1,2-propanodiol 0025 4.9 0 199 1 02 0600 • 17 0 068 1 404 0 261 17 0750 » 2.6 1 0 049 * 1 11.2 0450 1 97 0 900 1 07i
49 Acetato de 2-fenetilo 0 030 0 3 0094 i 9 7 0 120 1 02 0030 1 47 0 119 2 9 0 120 1 192 0 030 | 5.6 0 134 1 65 0 123 1 22
17 isobutirato de isoamilo traz. 0 012 10 3 0023 1 42 üaz. 1 0016 19 0 030 T 96 traz "1 0.017 60 0 031 102
19 Isovaleriato de isoamilo traz üaz 0005 • 100 1 üaz 11 üaz. 0.005 ' 5.7i üaz 1 | üaz 0.006 1 16 i
27 Hexanoato de isoamilo üaz 0.023 1 5 2 0.035 1 6 2 üaz 1 0032 3 1 0037 1 5.7 üaz. 1 0.028 1 2.8 0.038 1 12
29 Octanoato de isoamilo 0005 2.2 0048 11.6 0080 ¡ 104 0 006 ¡ 93 0.049 43 0099 \ 83 0 015 ¡ 46 0.059 1 65 0.125 ! , 3 ~
53 Isobutirato de 2-feneülo traz 0009 J 49 0013 1 195 I üaz 1

I 0006 8.4 üaz 11 üaz 1 1 0015 1 87 0.012 ¡ 42

54 Decanoato de isoamilo üaz üaz 1 üaz 1 üaz 1 üaz. üaz 1 üaz 1 üaz üaz. 1
62 Benzoato de 2-fenetilo üaz üaz traz

1
1 ü.iz 1

.1 ......... traz 0 008 , 4 9 traz | 0 007 ! 47 0 007 ! 4 5

R
ESU

L
T

A
D

O
S 

Y 
D

ISC
U

SIÓ
N



114

Tabla 3.3.7 (cont.).- Concentración de los distintos componentes en las días 2, 7 y 21 de fermentación en las muestras inoculadas
con la cepa V (Saccharomyces cerevisiae).

POLIOLES
1 E+5 ccl/ml 1E+6 cel/ml 1E+7 cel/ml

T-2 T-7 T-21 T-2 T-7 T-21 T-2 T-7 T-21

n° COMPONENTE ni g/1 1 C.V. mg/1 1 C.V. mg/1 1 C.V. mg/1 1 C.V. mg/1 1 C.V. mg/1 1 C.V mg/1 1 C.V. mg/1 1 C.V. mg/1 1 C.V.

34 2,3-Butanodioi (ireo) 14.000 ¡11 .3 410.000 | 6.3 890000 | 2.5 7.600 | 4 5 338000 | 2.7 820.000 | 2.6 13.200 , 2 9 445.000 , 09 720.000 | 3.0

36 2,3-Butanodiol (entro) 7 200 ¡ 6 9 18.500 j 4 4 26000 ! 8.6 6 900 j 7.0 18.300 ¡ 2.5 21000 j 14.3 6 800 j 6.1 16.200 j 2 9 28.600 ¡ 2.0
37 1,2-Propanodiol 0081 1 4 3 37 400 1 14 74 000 1 1.4 0082 1 30 36000 1 3.9 73.600 1 06  1 0075 1 3 4 |

39 500 1 0 6 1 78000 1 26  1
61 Glicerol N I) i 2920 000 | 2 6 3600 000 | 16 400.000 | 6 7 2600 000 | 10 7 3600 000 | 5 8 ND i 3500 000 | 2 1 4060 000 | 17

OTROS
1E+5 cel/ml 1E+6 cel/ml 1E+7 cel/ml

T-2 T-7 T-21 T-2 T-7 T-21 T-2 T-7 T-21

n* COMPONENTE mg/1 ; c .v . mg/1 1
| C.V mg/1 ¡ C.V. mg/1 ¡ C.V. mg/1 1 C.V. mg/1 , C.V. mg/l c.v. mg/1 | C.V. mg/1 ; c .v .

1 Acetona N.D 6 800 66 10 000 ! 122 N.D 5 800 ¡ 6 1 11 000 j 126 N.D 7.600 2 7 10.100 ¡ 79

3 2,4-dimetil-1,3-dioxolano 0 400 6 9 3 300 7 1 7070 1 12> 0.400 1 34 3 840 1 07  1 6 300 1 32 0 139 4 3 4000 1 46 6 200 1 4.1

24 4,5 -dimeti 1-2-penladee 11 - 1
-1,3-dioxolano 0 086 2.6 0 129 4.2 0 088 ¡ 1 2 0.098 ¡ 47 0.134 ¡ 39 0 080 ¡ 195 0.082 2.1 0 111 ¡ 5 1 0 108 ! 28

28 2,4-Dimet i 1 - 3 -pentanona iraz 0012 4 8 0.018 1 43 traz 0007 1 7.9i 0010 • 53 iraz. 0 011 1 43 0023 1 46

30 Benzaldehido 0 109 69 0 096 3 7 0 092 1 108 0 088 1 72 0 117 1 72 0 117 1 83 0088 69 0 104 t 5.1 0 121 1 4.2

38 gamma-Butirolactona 0 025 1.9 1 680 12 2 700 ¡ 43 0.025 ¡ 12 0780 4 5 2 400 ¡ 9 5 0019 3 0 0730 ¡ 5.1 2 170 ¡ 2 4

39 N-Etilacelamida 0 008 7 3 0 021 15 0.072 1 2.9 0 006 ' 69 0.033 • 35 1 0050 1 06 0026 59 0018 1 1.3 0 099 1 2 1
56 bela-lonona 0025 37 0 288 2 1 0.250 1 4.9 0 055 1 124 0 230 1 135 0 261 I 6.4 0 114 9.9 0300 | 13 2 0 240 1 3.0

60 Amilhenzaldchido N D 0094 06 0202 ! 34 N.D 0084 ! » 0280 ! 58 ND. 0095 2 4 0.175 ! 19

C.V. = Coeficiente de variación. 

N.D. = No detectado, 
traz. = Trazas.
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Tabla 3 .3 .8 .-Evolución en la concentración de los principales grupos de compuestos 
en las muestras inoculadas con la cepa V (Saccharomyces cerevisiae). 1 
A) 105 células/ml; B) 106 células/ml; C) 107 células/ml.

A )
T=2 T=7 T=21
mg/1 % mg/1 % mg/1 %

Fracción volátil 120.208 1073.626 1601.896
Componentes constantes 3.156 2.63 3.172 0 30 3 106 0 19

Mayoritarios 92 000 76.53 568.000 52.90 517.000 32.27
Alcoholes superiores Minoritarios 0.089 0.07 0.237 0.02 0.367 0.02

Totales 93.298 77.61 571.442 53.23 521.707 32.57
Acidos orgánicos 0.206 0 17 0.635 0 06 1 028 0.06

Acetato de etilo 0.440 0.37 2.800 0.26 27.300 1.70
Etílicos* 0.435 0.36 4.580 0.43 12.390 0.77

Ésteres Acetatos* 0 844 0.70 12.784 1 19 26 024 1.62
Isoamílicos 0.005 0.00 0.083 0.01 0 143 0.01
Totales* 1 284 1.07 17.447 1.63 38.557 2.41

Dioles 21.281 17.70 465.900 43 39 990 000 61.80

T=2 T=7 T=21
mg/1 % mg/1 % mg/1 %

Fracción volátil 144.240 1030.549 1594.746
Componentes constantes 3.170 2.20 3.173 0.31 3.211 0.20

Mayoritarios 121.320 84 11 602.000 58.42 573.000 35.93
Alcoholes superiores Minoritarios 0095 0.07 0.267 0.03 0 409 0.03

Totales 123.055 85.31 606.335 58.84 578.717 36 29
Acidos orgánicos 0 162 0.11 0.608 0 06 0.955 0.06

Acetato de etilo 0 880 0.61 1.500 0.15 35.000 2.19
Etílicos* ‘ 0 694 0.48 4.957 0.48 11.969 0.75

Ésteres Acetatos* 1.107 0.77 10.752 1 04 30.022 1 88
Isoamílicos 0.006 0.00 0.098 0.0L 0.172 0 01
Totales* 1.806 1.25 15.806 1.53 42.163 2.64

Dioles 14.582 10.11 392.300 38.07 914.600 57.35

T=2 T=7 T=21
mg/1 % mg/1 % mg/1 %

Fracción volátil 188 471 1174 496 1528 487
Componentes constantes 3 128 1.66 3 214 0.27 3.234 0 21

Mayoritarios 159 970 84 88 623 600 53.10 578 200 37 83
Alcoholes superiores Minoritarios 0.120 0.06 0 380 0.03 0.484 0.03

Totales 161 450 85.66 633.620 53.95 583 354 38 17
Acidos orgánicos 0.193 0.10 0.575 0.05 0 972 0 06

Acetato de etilo 0.680 0.36 3.250 0.28 48.900 3.20
Etílicos* 0.960 0 51 5 411 0 4 6 12.547 0 82

Ésteres Acetatos* 1.589 0.84 14.850 1.26 31.450 2.06
Isoamílicos 0.015 0.01 0.105 0.01 0.200 0.01
Totales* 2.565 1.36 20.366 1.73 44.196 2.89

Dtoles 20.075 10.65 500.700 42.63 826.600 54 08

* = menos acetato de etilo.
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el producto final respecto a la fermentación espontánea. La concentración de los alcoholes 
superiores es mayor a medida que se hacen inóculos mayores del mosto inicial, siendo de 
destacar que, en todos los casos, la concentración de alcoholes superiores es mayor al 
séptimo día que al final de la fermentación.

3.3.3.2.2.- Ácidos grasos.

Para el conjunto de los ácidos grados considerados se observa que la 
concentración es prácticamente independiente del inoculo realizado, excepto, quizás, el 
ácido isobutírico, para el que la realización de un inoculo de 105 células/ml supone un 
incremento del 34% en la concentración.

Como en el resto de los casos estudiados, vamos a considerar aparte el caso 
del ácido hexanoico (C6). En el caso del inoculo de la cepa V se observa que el incremento

en la concentración es, como sucede con otras levaduras, poco acusado, presentándose la 
cantidad más alta cuando se efectúan inóculos más bajos.

Globalmente se observa que la cantidad de ácidos grasos es, en todo 
momento, cerca del doble de la que se obtiene en la fermentación espontánea del mosto. 
Las variaciones entre las distintas concentraciones de inóculos son siempre pequeñas 
(como máximo del 10%), aunque en todo momento se presentan mayores concentraciones 
cuando se realizan los inóculos más reducidos.

3.3.3.2.3.- Ésteres.

3.3.3.2.3.1.- Acetato de etilo.

La concentración de acetato de etilo presente en el producto final es tanto 
mayor cuanto más elevado es el inoculo realizado; no obstante, las concentraciones que se 
alcanzan en el inoculo de 105 células/ml son menores que las que se obtienen por 
fermentación espontánea, mientras que al inocular 106 células/ml se obtienen 
concentraciones similares. Solamente en el caso de efectuar un inoculo de 107 células/ml se 
obtienen concentraciones de acetato de etilo superiores a las obtenidas en la fermentación 
espontánea de mosto.

Es de destacar el hecho de que, en todos los casos, el incremento en la 
concentración que se produce en los siete primeros días de fermentación es prácticamente
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despreciable respecto al que se produce desde este momento hasta el final de la 
fermentación.

3.3.3.2.3.2.-Ésteres etílicos.

Los ésteres etílicos de cadena lineal muestran una clara dependencia de la 
concentración de inoculo en el sentido de incrementar su concentración a medida que se 
aporta un menor número de levadura seleccionada. A esta regla se escapa el dodecanoato 
de etilo, aunque al séptimo día de fermentación la situación es similar a la ya expuesta. Por 
su parte, el octanoato de etilo muestra una evolución en su concentración prácticamente 
independiente de la concentración de inoculo. De igual modo, las concentraciones de los 
hidroxi-ésteres etílicos presentan una evolución similar a lo largo de la fermentación, sin 
que parezca estar influida por la cantidad de inoculo realizada.

Por último, tanto los ésteres dietílicos como el 9-decenoato de etilo 
presentan las concentraciones finales menores en los casos en los que se hacen los inóculos 
más bajos, mientras que, con la excepción del succinato de dietilo, la concentración más 
elevada se presenta cuando se efectúan inóculos de 106 células/ml.

Globalmente se observa que, en todo momento, las concentraciones 
obtenidas de ésteres etílicos son similares o algo superiores a las obtenidas en la 
fermentación espontánea del mosto, especialmente cuando se inoculan 107 células/ mi. de 
levadura V, ya que, aunque con ligeras variaciones respecto al resto, con este inoculo es 
con el que se obtienen concentraciones más elevadas de ésteres etílicos. Por su parte, los 
ésteres etílicos de más de 6 átomos de carbono están presentes en cantidades un 10% 
inferiores a las obtenidas en las muestras sin inocular.

3.3.3.2.3.3.- Acetatos.

Los acetatos de los alcoholes superiores mayoritarios muestran la misma 
gradación en cuanto a la concentración final que la mostrada por sus alcoholes 
correspondientes; en todos los casos, la menor concentración corresponde a la muestra 
inoculada con la menor cantidad de levadura seleccionada. De igual modo sucede con el 
diacetato de 1,2 propanodiol, pero las diferencias que se observan en la concentración del 
éster son mucho más elevadas que las que se observan para el diol.

Globalmente se observa, igual que para los alcoholes superiores, que la 
concentración de acetatos es tanto mayor cuanto más elevado es el inoculo efectuado. De
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igual modo, siempre es superior a la concentración global de acetatos obtenidos a la 
fermentación espontánea; así, el segundo día de fermentación es un 55-150% superior, un 
39-87% mayor en el séptimo día y un 50-80% más elevado al final del periodo 
fermentativo.

3.3.3.2.3.4.- Otros ésteres.

Como en el caso anterior, la gradación en la concentración de estos ésteres 
de isoamilo al final del proceso va a ser similar al visto para el alcohol isoamílico, de modo 
que se obtienen concentraciones menores cuanto más bajo sea el inoculo efectuado con la 
cepa V de Saccharomyces cerevisiae.

3.3.3.2.3.5.- Conclusión.

Para el conjunto de los ésteres se obtiene que la cantidad que se obtiene de 
la inoculación de la cepa V va a ser en todos los casos, tanto en términos absolutos como 
relativos, superior a la obtenida por fermentación espontánea del mosto, efecto que va a 
ser debido tanto al aporte de los ésteres etílicos como al de los distintos acetatos, 
representando un 37-53% más al final del periodo fermentativo.

Por otra parte, se observa que la cantidad de ésteres sintetizados va a ser 
mayor cuanto más elevado sea el inoculo realizado.

3.3.3.2.4.- Glicoles.

De los polioles estudiados se observa que para el glicerol, el eritro-2,3- 
butanodiol y 1,2-propanodiol, se obtienen concentraciones más elevadas cuanto mayor es 
el inoculo realizado, aunque para el último compuesto se observa que la concentración es 
prácticamente independiente del inoculo realizado.

Por su parte, el íreo-2,3 -butanodiol presenta concentraciones mayores 
cuanto más bajo es el inoculo. Este hecho hace que, dado que este compuesto es el de 
mayor concentración, el conjunto de los dioles presenta concentraciones más elevadas 
cuanto mayor es el inoculo, aunque al séptimo día de fermentación, la mayor producción 
de dioles la presente la muestra inoculada con 107 células/ml, mientras que la menor 
concentración se encuentra en la inoculada con 106 células/ml.
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Comparando los valores obtenidos con las presentes fermentaciones 
espontáneas del mosto se observa que, independientemente del inoculo realizado, la 
adición de la cepa V de Saccharomyces cerevisiae va a provocar un incremento apreciable 
en la concentración de glicoles en el producto final de la fermentación.

3.3.3.2.5.- Otros compuestos.

Se observa que tanto la acetona como la P-ionona presentan 
concentraciones mayores con inoculo de 106 células/ml, aunque las diferencias no son en 
ningún caso excesivas. Por su parte, las concentraciones de 2.4-dimetil-l,3-dioxolano y y- 
butirolactona son mayores cuando se realiza el inoculo bajo de la levadura seleccionada.

3.3.3.3.-Discusión.

La inoculación de mostos con la cepa V de Saccharomyces cerevisiae 
apenas va a provocar cambios en la cinética de fermentación, aunque ésta es algo más lenta 
cuando se inocula el mosto con 105 células/ml.

En cuanto a la fracción volátil se observa que en todos los casos la 
concentración total es muy superior a la que se obtienen por fermentación espontánea del 
mosto, siendo tanto más pequeña cuanto mayor sea la concentración del inoculo realizado. 
Para los alcoholes superiores se obtienen en todos los casos cantidades muy superiores a 
las presentes en las muestras no inoculadas, siendo más elevadas cuanto mayor es el aporte 
de la levadura seleccionada. Las relaciones entre la cantidad de ésteres (A) o ésteres 
etílicos de, alto peso molecular (B) respecto al contenido en alcoholes superiores (C) se 
muestran en la Tabla 3.3.9.

105 células/ml 106 células/ml 107 células/ml

A/C 0.074 0.073 0.076

B/C 4.14E-3 3.90E-3 3.79E-3

Tabla 3.3.9.- Relación existente entre las cantidades de ésteres (A) y ésteres 
etílicos de alto peso molecular (B) respecto a los alcoholes superiores (C) en las muestras 
inoculadas con la cepa V de Saccharomyces cerevisiae.
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Se observa que aunque la relación A/C es similar en todas las muestras y 
claramente superior a la que se obtiene en las muestras no inoculadas, los valores B/C son 
siempre menores, siendo el más próximo el que se obtiene en las muestras inoculadas con 
105 células/ml.

A la vista de los resultados obtenidos no parece que sea conveniente la 
inoculación de este tipo de mostos can la cepa V de Saccharomyces cerevisiae, aunque en 
el caso de efectuarlo parece aconsejable emplear inóculos poco concentrados, ya que a 
nivel de fracción volátil es cuando se obtienen unos resultados más satisfactorios y, aunque 
la fermentación es algo más lenta, las diferencias encontradas no son tan importantes como 
para llevamos a pensar en desechar este tipo de inóculos.

3.3.4- Inoculación con la cepa C.G.L. de Saccharomyces cerevisiae.

En este caso no vamos a ofrecer las características fisiológicas de la levadura, ya 
que está seleccionada para realizar un proceso totalmente distinto a la elaboración del vino.

3.3.4.1.- Cinética de la fermentación

Aunque se produce un rápido inicio de la fermentación (60-80 g/1 en los dos 
primeros días), el proceso se ralentiza a medida que se incrementa el contenido en etanol 
del medio debido a que esta levadura no está adaptada a la realización de la fermentación 
alcohólica, por lo que la acción inhibitoria del etanol será más acusada sobre esta levadura 
que sobre el resto; por ello, al final del proceso, las muestras inoculadas con la cepa C.G.L. 
son las que presentan un mayor contenido en azúcares residuales (40 g/1) (Figura 3.3.4).

3.3.4.2.- Formación de la fracción volátil.

En la Tabla 3.3.9 se muestra la evolución de cada uno de los componentes 
estudiados para los tres inóculos ensayados a lo largo de la fermentación, así como el 
coeficiente de variación entre las distintas experiencias realizadas. En la Tabla 3.3.10 se 
presenta la evolución de la concentración global de cada uno de los grupos químicos más 
importantes de la fracción volátil del vino en las muestras inoculadas con la cepa C.G.L.
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Tabla 3.3.10.- Concentración de los distintos componentes en los días 2, 7 y 21 de fermentación en las muestras
inoculadas con la cepa C.G.L. (Saccharomyces cerevisiae).

ALCOHOLES
1E+5 cel/ml 1E+6 cel/ml 1E+7 cel/ml

T-2 T-7 T-21 T-2 T-7 T-21 T-2 T-7 T-21

n* COMPONENTE mg/1 c.v. mg/1 C.V. mg/1 J C.V. mg/1 C.V. mg/1 C.V. mg/1 C.V. mg/1 C.V. mg/1 C.V. mg/1 C.V.

7 1 -Propanol 6.000 3.7 10 160 0.2 36.000 ¡ 69 7.800 114 11 700 29 36360 0.2 6.500 6.9 13.200 2.5 36.300 2.3

10 Isobuianol 13 000 16 93 700 03 96 400 1 03 12 800 3 7 91 900 0.3 98 200 0.7 9 500 1.7 84.300 0.5 102 000 1.0
13 1 -Butanol 0 710 8 3 2 440 17 3 850 1 1 8 0610 5 1 2963 0 3 5.230 1.1 0 840 5.2 3.200 2 5 6 100 9 8
14 .Alcohol isoamilico 37000 1 1 280000 0 5 343.000 ¡ 0 7 41 900 2.3 328.000 0.5 377.000 0.5 36.000 0.6 345.800 0 1 361.000 13

16 Alcohol amílico 0.038 0 8 0.050 1.5 0 150 1 12.2 0047 3.6 0048 166 0.126 4.4 0028 10.6 0.053 3.3 0.111 4.7

21 1-Hexanol 2.480 09 2.500 4.2 2.490 1 >3 2.480 3.3 2 450 0.7 2.440 32 2.490 3.2 2 430 1.2 2 500 10
22 trans-3-Hexen-1 -ol 0032 1.8 0.034 3.5 0.034 ¡ 8.4 0.037 2.0 0.033 4.7 0.034 9.6 0.034 4.7 0.031 1.9 0.033 4.2.

23 cis-3-Hexen-1 -ol 0040 1.7 0.035 1.0 0.034 1 0.5 0.035 7.4 0033 0.4 0 031 8.2 0.035 0.1 0.035 3.2 0.035 2.0
26 1-Heptanol 0013 3.8 0.022 1.9 0.047 1 0.8 0.010 4.1 0.020 9.3 0.050 9 4 0.011 1.9 0.026 8.6 0.063 2.1
32 Linalool 0.008 2.9 0.004 7.0 0.004 ¡ 4 1 0009 2.6 0005 2.1 0.012 3.6 0009 30 0 011 6.2 0.007 1.8
33 1-Octanol 0016 04 0.067 3.2 0.104 • 05 0.019 5 4 0063 2.6 0098 3.6 0.010 5.6 0057 63 0 081 5.2

40 l-Metoxi-2-butanol traz 0.069 2.5 0.075 1 6.8 traz. 0.066 7.7 0.077 5.6 traz. 0.103 5.0 0.130 6.8
44 alfa-Terpineol 0.022 9.3 0.019 8 1 0.017 ! 69 0028 7.2 0024 6 2 0.025 5.1 0027 4.3 0.026 6.9 0.023 7.0

46 3-Metilitio-1 -propanol 0 640 3 2 0960 26 0.980 ' 40 0.940 1 6 1 400 13 8 1 390 3.6 0.780 3 4 1.070 4.3 1.100 18

48 1-Decanol 0.012 10 4 0029 160 0.090 1 14.0 0 013 3.2 0034 149 0.107 6 9 0.009 6.9 0039 7.2 0.115 5.1

52 Alcohol bencílico 0 041 4 6 0.041 6.8 0.038 ¡ 06 0.036 8.5 0039 3.3 0.037 7.9 0.035 2.5 0.037 15.6 0.040 8.4

55 2-Femlelanol 11 200 1.7 77 000 2.4 88 200 ¡ 05 11 700 10 100 400 09 132.000 1 7 10300 2.0 131 000 2 8 159 000 20

ÁCIDOS ORGÁNICOS
1K+5 cel/ml 1 F.+6 cel/ml 1E+7 cel/ml

T-2 1 -7 T-21 T-2 T-7 T-21 T-2 T-7 T-21

n° COMPONENTE mg/1 C.V. mg/1 c.v. mg/1 1 C.V. mg/1 C.V. mg/1 C.V. mg/1 1 C.V.■t----- mg/1 c.v. mg/1 C.V. mg/1 1 C.V. 
H--------

35 Ácido isobutirico traz 0.018 1 1.0 0.046 1 0 9 traz. 0021 1 1.8 0.050 1 12.2 traz. 0.019 1 5.1 0056 1 1.9 1
42 Acido isovalcriánico 0060 10 5 0.126 | 7.9 0 190 ¡ 9 2 0095 3 8 0158 | 15 0.190 ¡ 5.4 0049 7.2 0.149 ¡ 1.6 0.224 1 19
50 Acido hcxanoico 0 155 7 l 0 180 6 2 0.230 1 105i 0 146 3.2 0 150 1 11 3 0.200 1 69  1 0 130 5.2 0.178 1 4 4 0.196 ! 2 4 „

57 Ácido octanoico 0.026 9.1 0086 1 3.2 0 180 1 15 1 0025 6.1 0093 1 4.5 0.200 1 7.1 1 0.015 6 8 0.129 1 5.2 0 184 1 4.0
I

59 Acido decanoico traz traz | 0.028 ! 61 traz. 0010 i 98 0030 l 68 traz 0005 11 7 0043 i 100
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Tabla 3.3.10 (cont.).- Concentración de los distintos componentes en los días 2, 7 y 21 de fermentación en las
muestras inoculadas con la cepa C.G.L. {Saccharomyces cerevisiae).

ÉSTERES
1E+5 cel/ml 1 E+6 cel/ml 1E+7 cel/ml

1=2 T=7 1=21 1=2 T - 7 T=21 T=2 T=7 r = 2 i

n° COMPONENTE ni g/1 c . v mg/1 C.V. mg/1 ! c . v . mg/1 ¡ C.V. mg/1 ¡ c .v . mg/1 ¡ c . v . mg/1 C.V mg/1 c . v . mg/1 j C.V.

2 Acetato (le etilo 0 290 3 5 3 800 1 7.0 16 000 1 152 0 357 1 1 5 3 800 1 4 2 18 400 1 2 9 0900 195 4 000 1 3 3 20 500 1 22

4 Isobuüralo de etilo 0015 7 0 0 0 3 2  | 102 0 038 1 6 4 0015  | 9 7 0 029 1 4 9 00 8 5 1 2 1 traz 0 0 4 8  | 6 2 0 151 1 6 4

8 Butirato de etilo traz 0 012 166 0 0 1 6 ¡ 7.2 traz 0 005 ¡ 5.7 00 0 6 ! 4 4 traz 0011 j 100 00 1 9 j 8 9

9 Isovaleriato de etilo traz 0 0 0 6  1 7 6 0005 ' 31 traz 1 traz l
1 traz 11 traz traz 1 

1
00 0 8 • 135

i
15 Hcxanoato de etilo 0093 0 6 0 149 | 1.2 0 260 1 8 8 0 083 | 2.5 0 240 1 6 0 0 330 1 104 0072 2 1 0.330 ' i 11 7 0 346 1 13

20 Lacialo de etilo 0 300 3 0 1 460 1.9 5 600 ¡ 139 0 280 ¡ 12.6 1 900 ¡ 5 6 5 300 ¡ 18 1 0 180 5 8 1 180 ¡ 6 4 5 900 ! 22
25 Oelanoato de etilo 00 1 8 7 5 0 0 4 4  • 3 0 0 290 ' 7 6  1 0022  1 5.9 0056 1 2 3  1 0 250 ' 6 5i 0 057 3 2 0 066 1 

1 12 1 0 231 ' 22  
l

31 3-Hidroxibutiralo de etilo 00 1 8 5 3 0 540 1 2 8 0 530 1 10 0 012 l 6 5 0 560 1 8 5 0 580 1 124 0 006 5 4 0 530 l 5 5 0 557 1 5 1

41 Decanoalo de etilo 0 040 1 5 0 313 ¡ 0 2 0 680 ¡ 106 0 040 ¡ 10 0 0 3 5 0 ¡ 4 6 0 640 J  130 0.036 64 0.350 ¡ 6 3 0 620 ! 2 7

43 Succinato de dielilo 0 310 4 6 0 890 1 5 3 1 900 1 14.1 1 0 340 1 1 146 09 7 0 ¡ 14 2 700 1 21 l 0.310 7 6 1170 1 1 4 0 2 710 1 2 6

45 9-Decenoato de etilo 0039 4 0 0 081 1 0.6 1 400 1 14.4 0 0 2 8  1 9 3 0 080 1 184 1.090 1 2 9 traz 0 100 1 18 1 1 000 1 133

51 Dodecanoato de etilo 0 031 4.2 0 2 1 0 5.3 0 260 , 148 0.037 ¡ 12 4 0.210 ! 5 6 0 3 3 0 ! 73 0.022 7 3 0 200 ¡ 14 4 03 1 0 ! 7 6

58 Malato de dietilo N D 0250  ¡ 6 1 0 242 i  3 9 N D J 0 280
i S - l

0 280 N D 0 2 1 0 7 8 0 204
i 6 8

5 Acetato de propilo traz traz 1 traz 1I traz. 1 | traz 11 00 0 5 1 107 
1

traz traz. 1l traz 1
i

6 Acetato de isobutilo 0055 2 1 0 183 ! 0 2 0 450 1 1 2 0 065 | 8 0 0 211 1 3 3 0 480 1 10 0 043 9 2 0.173 , 2 7 0 450 1 -*0

11 Acetato de butilo 0 006 7 6 0011 j 5 9 0 0 1 8 ! 94 0 006 ¡ 6 1 0 009 ! 50 0 0 0 7 j 6 4 traz 0 008 9 6 0013 í 6 8
12 .Acetato de isoamilo 0 640 1 9 5 140 1 16 10 400 1 0 9 0 690 1 2 5 4 810 1 0 6  1 11.220 1 0 4  1 0 790 4 7 4 530 1 1 1 8 11 400 1 2 4  1
18 Acetato de hexilo 0 498 0 4 0 452 | 0 6 0 470 1 20 0 466 | 0 5 0 520 1 8 0 0 490 1 6 8 0 470 9 3 0 498 | 0 4 0 450 1 18

47 Diacetato de
1
1

1
1

1
1

1
1

1
1

1
1

1,2-piopanodiol 0 019 9 7 0 310 • 15 8 0 .370 • 4 1 0 021 1 5 3 0 304 ' 2.8 1 0.330 1 5 0  1 0025 2.1 0 320 1 | 3 8 0 330 1 7.7i
49 Acetato de 2-tenelilo 0 025 8 2 0 051 i 14 1 0 180 1 16 3 00 1 7  | 18 5 0 067 1 55 0 228 1 1.3 0016 5 8 0 0 8 0  i 4 0 0 250 1 7 4

17 lsobuiirato de i¡>oainilo 0 008 0 1 0 0 1 7  ¡ 9 5 0023 1  40 traz . 0013 | 7 8 0 024 ~¡ 0 .1 traz 0 028 1 3 0 032 ! 2 8

19 Isovaleriato de isoamilo traz 0.009 1 2.7 0.009 1 2 7i traz 1 1 0 008 1 2 4  1 00 1 2 1 49 1 traz 0 0 1 0  1 
I

0 9 0.013 1 9 8 1
27 Hexanoato de isoamilo traz 0 031 1 0.7 0 0 4 4 1 7.3 traz 1 0 033 1 107 0 053 1 3.2 traz 0 0 3 3  1 15 0 0.048 1 19

29 Octanoato de isoamilo 0 007 3 8 0 046 2 8 0 121 ¡ 1.7 0008 ¡ 0 8 0 044 í 46 0 115 ¡ 8 0 0005 9 6 0 043 | 0 8 0 118 ! 6 4
53 Isobuliralo de 2-leitelilo traz traz traz 1

1
liaz 1 

1
traz 1

1
traz. 1

1
traz traz 1 

1
traz 1

1
54 Decanoato de isoaimlo traz traz 1 traz 1 traz 1 traz. 1 traz 1 traz traz 1i traz 11
62 Benzoato de 2-lenetilo traz 0 007 6 4 0 006 ¡  2 5

1
traz | 0011 !  * * 0013 i 7 6 traz 0 0 1 2 3 4 0 010 , 1 5  9
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Tabla 3.3.10 (cont.).- Concentración de los distintos componentes en los días 2, 7 y 21 de fermentación en las
muestras inoculadas con la cepa C.G.L. {Saccharomyces cerevisiae).

PULIOLES
1 E+5 ccl/ntl 1E+6 cel/ml 1 E+7 cel/ml

1=2 r=? r-21 1=2 T-7 T=21 T-2 T=7 T-21

n° COMPONENTE rng/l 1 C.V mg/1 1 C.V. mg/1 1 C.V. mg/1 1 C.V. mg/1 1 C.V. mg/1 • C.V. mg/1 1 C.V. mg/1 1 C.V. mg/1 1 C.V.

34 2,3-BuUnodiol (treo) 16 770 | 0 2 281.000 | 0 9 520 000 | 3 2 12.530 | 0.6 227.000 | 15 500.000 , 0 2 14 000 | 7 9 260.000 | 8.2 450.000 | 40

36 2,3-Butanodjol (entro) 6 800 ¡ 5.4 13.100 j 7.1 20.000 ! 8 0 6.900 ¡ 6.1 15 700 ¡ 5 1 25 000 ¡ 49 6.800 ¡ 84 13.000 ! 4.3 25.000 | 4.2

37 1,2-Propanodio! 0084 1 4.9 30 700 1 1.7 70 000 1 2 7 0 082 1 7.6 30600 1 2 7 78000 1 22  |
0 097 1 6 8 

| 31 000 1 4.3 1 72000 1 4 2 1
61 Glicerol NI) | 4400 000 | 15 6 6800.000 | 10 7 N .1) i 7240 000 i 8600 000 | 13 1 N D i 7000 000 | 2 9 8800 000 | 5 5

OTROS

U)
1 E+5 cel/ml 1 E+6 cel/nal 1 F.+7 cel/ml

1=2 T-7 T-21 T=2 T-7 T-21 T-2 T-7 T-21

n° COMPONENTE mg/1 C.V. mg/1 c . v , mg/1 ] C.V. mg/1 C.V. mg/1 c .v . mg/1 , c . v . mg/1 c .v . mg/1 | c .v . mg/1 1 C.V.

1 Acetona N D 2.900 j 4 6 9 500 ! 1 7
N.D. 5.000 49 14 200 ' 62 2.500 7.1 6 000 ¡ 5.7 18.000 ¡ 69

3 2,4-dimetil-1,3-dioxolano 0 760 3.1 1870 1 3 7 2.500 ' 4.7 1 0.690 110 1.080 1 6.1 4.000 1 72 0.200 6.9 2.600 1 5.7 5 200 1 3.9

24 4,5-dimetil-2-pentadecil- 1
-1,3-dioxolano 0 095 0 2 0  085 4 4 0 119 ¡ 63 0 105 1 0 0 101 ¡ 0  8 0 107 ¡ 08 0089 4 t 0 135 J 6 8 0 107 ¡ 1 4

28 2,4-l)imelil-3-peiitanona N l) 0  007 • 26 0006 1 3 4 tía/ 0 003 1 59 0 008 1 97 traz 0.012 • 10 8 0 017 1 4 0

30 tícnzaldeludo 0 094 7 2 0  140 | 12 4 0  102 1 7 I 0  088 5 6 0  093 1 6  8 0 130 1 12 9 0 098 83 0088 | 6.9 0 150 1 128

t8 gamma- Butm>(actona 0 0)4 7 5 1 280 1 2 ) 880 ! 0 4 0 025 5 8 1 690 3 1 4 630 ¡ 07 0 031 11 2 2 440 ¡ 2 7 6  100 ! 48
39 N-Klilacel anuda 0  007 5 2 0 04 2 1 6  8 1 0 05 1 1 4 6i tía/ 0055  1 13 3 0 099 1 4 8 0 005 10 3 0056 1 4 9 0 074 ' 85

56 betu-lonona 0 030 8.9 0  240 | 7 7 0  273 1 22 0  016 3 8 0 256 i 17 0.310 I 64 0024 79 0210 | 6 2 0.290 1 5.7

60 Aimlben/aldehido N D 0 039 8 4 0062 ¡ 67 N D 0055 | 72 0 087 | 1.5 N D 0035 ¡ 6.1 0 107 ! 0.7

C.V. -  Coeficiente de variación. 

N I) No detectado.

Ira/.. Trazas.
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T abla 3 .3 .1 1 .-  E volución en la concentración de los principales grupos de com puestos  
en las muestras inoculadas con  la cepa C .G .L . {Saccharomyces cerevisiae).
A ) 105 células/m l; B ) 106 células/m l, C ) 107 células/m l.

A)
T=2 T=7 T=21
mg/1 % mg/1 % mg/1 ! %

Fracción volátil 98.578 i 812.942 1237 927»
Componentes constantes 3.214 3.26 3.226 0.40 3 190 10.26

Mayontarios 67.200 68.17 460.860 56.69 563.600' 45.53
Alcoholes superiores Minoritarios 0.079 0.08 0.168 0.02 0 391 i 0.03

Totales 68 629 j 69.62 464.497 57.14 568 896 ,45.96
Acidos orgánicos 0 241 0.24 0 409 0.05 0674 | 0 05

Acetato de eulo 0.290 0.29 3.800 0.47 16.000 « 1 29
Etílicos* 0 863 0.88 3.987 0.49 11221 ¡ 0.91
Acetatos* 0.745 0.76 5.694 0.70 11418 ! 0.92
Isoamílicos 0.015 0.02 0.103 0.01 0.197 i 0.02
Totales* 1.622 1 65 9.785 1.20 22.836 i 1 84

Dioles 23.654 24.00 324 800 39.95 610 000 ¡49.28

T=2 T=7 T=21
mg/1 % mg/1 % mg/1 i %

Fracción volátil 101 654 835 687 1323 323,
Componentes constantes 3.177 3.13 3.197 0.38 3 199 ¡ 0 24

Mayontanos 74.200 72.99 532.000 63 66 643 560 U8 63
Alcoholes superiores Minoritanos 0090 0.09 0.165 0.02 0 381 , 0 03

Totales 75.840 74.61 536.594 64 21 650 638 ¡49 17
Acidos orgánicos 0.267 0.26 0.432 0 05 0 670 ' 0 05

Acetato de etilo 0.357 0.35 3.800 0.45 18 400 ii 1 39
Etílicos* 0 858 0.84 4 680 0 56 11591 ¡ 0 88
Acetatos* 0 799 0.79 5402 0.65 12 266 1

|
i 0 93
j

Isoamilicos 0 008 0.01 0097 0 01 0 204 ii 0 02
Totales* 1 664 1 64 10 179 1.22 24 061 ¡¡ 1 82

Dioles 19 512 19 19 273 300 32.70 603 000 ¡45.57

T=2 T=7 T =21
mg/1 % mg/1 % mg/1 ; %

Fracción volátil 93 547 911 317 1291 939J
Componentes constantes 3 197 3.42 3.156 0.35 3 238 ' 0.25

Mayontanos 62.300 66.60 574.300 63 02 658 300 150 99
Alcoholes superiores Minontanos 0 059 0.06 0.175 0.02 O 370 ¡ 0.03

Totales 63 979 68.39 578 848 63 52 666 000 ■51 59
Acidos orgánicos 0.163 0 17 0.440 0 05 0 703 i 0 05

Acetato de etilo 0.900 0.96 4 000 0 44 20 500 ¡ 1 59
Etílicos* 0683 0.73 4.195 0 46 12.056 ¡ 0 93
Acetatos* 0.873 0.93 5.111 0 56 12 443 i 0 96
Isoamílicos 0.005 0.01 0 115 0 01 0 211 0 02
Totales* 1.562 1 66 9 420 1 03 24 709 ¡ 1 91

Dioles 20.897 22.34 304 000 33 36 547 000 142 37
* = menos acétalo de etilo.
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Figura 3.1.14.- Cinética de ferm entación de los m ostos inoculados con  la cepa  
C.G.L. (O  10 5 células/ml; D I O 6 células/m l, A 107 células/m l).

3 . 3 . 4 . 2 . 1 Alcoholes superiores.

En el caso de los alcoholes superiores mayoritarios se observa, en tod os los  

casos, que la concentración de los distintos com puestos depende directam ente de la 

cantidad del inoculo realizado, de m odo que las concentraciones m enores están presente en 

aquellas muestras inoculadas con 105 células/m l. N o  obstante, tanto 1-propanol com o  

isobutanol muestran evoluciones de sus concentraciones prácticam ente independientes del 

inoculo realizado.

En el resto de los a lcoholes superiores, tanto 1-butanol com o 1-heptanol y 

1-decanol muestran la misma dependencia en la concentración respecto al inoculo que la 

vista para los a lcoholes superiores m ayoritarios, mientras que para 1 -pentanol y  1 -octanol 

la situación es la contraria, m ostrándose concentraciones superiores cuando se efectúan  

inóculos más bajos.

Por últim o, para el 3 -m etiltio-1-propanol se observa, al igual que en tod os  

los dem ás casos, se sintetiza entre un 65 y  un 70%  de la cantidad final en los dos primeros 

días de ferm entación, alcanzándose la concentración máxima a partir del día siete de 

fermentación. La concentración mayor se obtiene al efectuar un inoculo de 106 células/m l, 

mientras que se sintetiza la m enor cantidad al hacer el inoculo más bajo de la cepa C.G.L.
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Globalmente, se observa que al efectuar un inoculo de 105 células/ml se 
obtienen concentraciones similares a las que se obtienen por la fermentación espontánea 
del mosto. Sin embargo, para inóculos mayores las cantidades de alcoholes superiores que 
se obtienen son superiores a los que se obtienen por fermentación espontánea, 
representando un 35% más en el producto final.

3.3.4.2.2.- Ácidos grasos.

Para el conjunto de los ácidos grasos estudiados, excluyendo el ácido 
hexanoico, se observa que la concentración es tanto mayor cuanto más elevado es el 
inoculo efectuado. Para el ácido hexanoico, al igual que en el resto de muestras, la 
cantidad sintetizada es mayor cuanto menor es el inoculo, mostrándose una producción 
reducida a lo largo de la fermentación.

La cantidad de ácidos grasos que se obtiene al efectuar el inoculo de 105 
células/ml es, aunque ligeramente superior, la que más se asemeja a lo que se obtiene por 
fermentación espontánea del mosto. A medida que incrementamos la cantidad de inoculo 
se incrementa la cantidad de ácidos grasos, alcanzando el máximo cuando se inoculan 107 
células/ml de la cepa C.G.L.

3.3.4.2 3.- Ésteres.

3.3.4.2.3.1.-Acetato de etilo.

La síntesis de acetato de etilo es prácticamente similar para todas las 
concentraciones de inoculo ensayadas hasta el séptimo día de fermentación, para 
diversificarse a partir de este momento de modo que la mayor concentración en el 
producto final se obtiene para la mayor cantidad de inoculo. No obstante en todo momento 
las concentraciones obtenidas son menores que las que se obtienen en la fermentación 
espontánea del mosto.

3.3.4.2.3.2.- Ésteres etílicos.

De todos los ésteres etílicos considerados, solamente en los casos del 
octanoato, decanoato y 9-decenoato de etilo se obtienen concentraciones más elevadas 
cuando de efectúan los inóculos más bajos. En el 9-decenoato de etilo se observa que la 
síntesis es baja hasta el día siete de fermentación y prácticamente independiente del inoculo
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efectuado, observándose un incremento más acusado en la concentración en el último 
periodo de la fermentación.

En el resto de los casos la concentración aumenta proporcionalmente al 
inoculo realizado; únicamente en los casos de los hidroxi-ésteres etílicos se muestra una 
evolución de las concentraciones prácticamente independientes de la cantidad de inoculo.

El único compuesto que no sigue las pautas expuestas es el malato de 
dietilo, para el que se alcanza la concentración máxima cuando se inoculan 106 células/ml 
de la cepa C.G.L., y la mínima cuando se efectúa el aporte mayor de este tipo de levadura.

Globalmente se observa que la concentración de ésteres etílicos es 
ligeramente superior cuanto más elevado es el aporte de cepa C.G.L.; no obstante, las 
cantidades alcanzadas no son mucho mayores a las que se obtienen en la fermentación 
espontánea del mosto, aunque para los ésteres etílicos de alto peso molecular son 1-17% 
superiores.

3.3.4.2.3.3.-Acetatos.

Como en el resto de los casos, todos los acetatos estudiados muestran un 
comportamiento similar al que presentan sus alcoholes respectivos; en todos ellos se 
obtiene las concentraciones menores cuando se efectúan los inóculos más bajos, aunque la 
diferencia entre las distintas muestras no son elevadas.

En el conjunto de acetatos se observa que las concentraciones mayores a 
día 2 y 21 de fermentación se obtienen cuando se hace el mayor aporte de la cepa C.G.L. al 
mosto, mientras que a día 7 de fermentación la situación es justamente la contraria. No 
obstante, excepto los valores obtenidos para el día 2 de fermentación, el resto de los 
puntos muestran valores inferiores a los que se obtienen para la fermentación espontánea 
del mosto.

3.3.4.2.3.4.- Esteres de isoamilo.

Como en el caso anterior, la concentración de ésteres de isoamilo sigue la 
misma evolución frente a la concentración de inoculo que la vista para el alcohol 
isoamílico, aunque para el octanoato de isoamilo la concentración es independiente del 
inoculo realizado.
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3.3.4.2.3.5.-Discusión.

Para el conjunto de los ésteres, sin considerar el acetato de etilo, se obtiene 
que la concentración es casi independiente de la cantidad de inoculo, mostrándose un 
ligero incremento al final de la fermentación en las muestras inoculadas con 107 células/ml 
de levadura de panadería. Sin embargo, a excepción del segundo día de fermentación, los 
valores obtenidos son menores que los que presentan las muestras obtenidas por 
fermentación espontánea del mosto.

3.3.4.2.4.- Glicoles.

A excepción del treo-2,3 -butanodiol, en el que la mayor concentración se 
obtiene con el menor inoculo de la cepa C.G.L., en el resto de casos las concentraciones 
mayores se obtienen cuando se efectúa un inoculo de 106 células/ml, mientras que las 
menores se presentan en las muestras inoculadas con 105 células/ml.

Considerando el conjunto de dioles, se observa que para los dos inóculos 
más bajos se obtienen concentraciones similares, y algo superiores a las que presenta la 
muestra inoculada con 107células/ml de la cepa C.G.L..

3.3.4.2.5.- Otros compuestos.

Para el resto de compuestos se observa que se obtienen concentraciones 
más elevadas cuando se efectúan inóculos elevados de levadura de panadería, a excepción 
de la P-ionona, en la que la mayor concentración está presente en las muestras inoculadas 
con 106 células/ml.

3.3.4.3.-Discusión.

Los datos obtenidos en la fermentación de las muestras a las que se añade la 
cepa C.G.L. son suficientes para desechar el empleo de esta levadura en la fermentación de 
mostos como el empleado, ya que, aunque presentan un inicio más o menos rápido del 
proceso, la cantidad de azúcar residual al cabo de 21 días es muy elevada (40 g/1).

De igual modo son las muestras que presentan un contenido más elevado de 
alcoholes superiores, hecho más evidente cuanto mayor es el inoculo empleado, 
representando cerca del 50% de la fracción volátil del vino. En cuanto a las relaciones 
entre el contenido en ésteres (A) o ésteres de más de 6 átomos de carbono (B) respecto al
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de alcoholes superiores (C) (Tabla 3.3.12) se observa que el valor A/C es similar en todos 
los casos e inferior en un 20% al que se obtiene por fermentación espontánea del mosto; en 
cambio el valor de B/C para el inoculo de 105 células/ml es similar al que se obtiene en la 
muestra no inoculada, mientras que para el resto de concentraciones de inoculo son 
inferiores.

105células/ml 106células/ml 107células/ml

A/C 0.040 0.037 0.037

B/C 5.08E-3 4.05E-3 3.76E-3

Tabla 3.3.12.- Relación existente entre las cantidades de ésteres (A) y ésteres 
etílicos de alto peso molecular (B) respecto a los alcoholes superiores (C) en las muestras 
inoculadas con la cepa C.G.L.

En conjunto, no parece muy apropiado el empleo de la cepa C.G.L. para 
inducir la fermentación de este tipo de mostos, sobre todo teniendo en cuenta los datos de 
la cinética de fermentación y el contenido en alcoholes superiores, aunque los resultados 
más "satisfactorios” se obtienen con inóculos de 105 células/ml.

3.3.5.- Discusión.

3.3.5.1.- Cinética de la fermentación.

En todos los casos, el inicio más rápido de la fermentación se obtiene con la 
fermentación espontánea del mosto, con una degradación de 40-60 g/1 día más de azúcar 
en este periodo. Teniendo en cuenta la similitud del resto de condiciones, esta diferencia 
sólo puede ser atribuible al hecho de la inoculación masiva con levaduras del género 
Saccharomyces, cuyo efecto sobre la flora levaduriforme autóctona, seleccionada 
naturalmente para realizar la fermentación de mostos con elevado contenido inicial de 
azúcares reductores, puede ir en el sentido de inhibir su desarrollo por razones de 
competencia ecológica; la flora inoculada necesita un periodo de adaptación de su 
maquinaria enzimática a las nuevas condiciones que encuentra. Con concentraciones bajas 
de inoculo este periodo es independiente de la levadura inoculada, existiendo una mayor 
contribución de las levaduras presentes en el mosto; la fermentación, excepto para la cepa
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C.G.L. no adaptada a este medio en el que se alcanzan elevadas concentraciones de etanol, 
se hace similar en todos los casos y acaba el proceso con cantidades similares de azúcares 
residuales.

Con concentraciones mayores de inoculo, los datos indican que la 
adaptación de las cepas de Saccharomyces cerevisiae, es mejor que la que presenta la cepa 
de Saccharomyces bayanus, ya que éste presenta un periodo de latencia muy acusado con 
bajo consumo de azúcares, posibilitando el desarrollo de microorganismos desfavorables, 
sin que pueda pensarse en desarrollo de la flora autóctona debido al diferente perfil de 
fermentación que se obtiene si lo comparamos con el de la fermentación espontánea.

La etapa media de la fermentación presenta un consumo de azúcar más 
elevado en los mostos inoculados con levaduras seleccionadas de Saccharomyces 
cerevisiae, llegando incluso a superar a la fermentación espontánea cuando se emplean 
inóculos altos; la cepa de Saccharomyces bayanus también muestra esta aceleración del 
proceso, pero en ningún caso puede superar el periodo de latencia inicial, presentando 
siempre el medio un contenido en azúcares superior al que presentan las muestras 
obtenidas por fermentación espontánea del mosto.

Lo expuesto anteriormente también es válido para el final de la 
fermentación. Tanto la muestra obtenida por fermentación espontánea, como aquellas en 
las que se inoculan las cepas vínicas de Saccharomyces cerevisiae acaban con cantidades 
similares de azúcares residuales, mientras que el producto obtenido por inoculación de la 
levadura T73 muestra un contenido ligeramente mayor.

3.3.5.2.- Formación de la fracción volátil.

3.3.5.2.1.- Alcoholes superiores.

En conjunto, cabe destacar el hecho de que las muestras inoculadas con la 
cepa C.G.L. y la cepa V, ambas pertenecientes a la especie Saccharomyces cerevisiae, 
presentan una cantidad de alcoholes superiores mayor que el resto de las muestras; en la 
parte opuesta se sitúan las muestras obtenidas por fermentación espontánea. También se 
observa que el hecho de realizar la inoculación va a conducir a un incremento en la 
concentración de alcoholes superiores, que será tanto mayor cuanto más elevado sea el 
inoculo. Sin embargo, hay alcoholes que escapan a esta observación, como el isobutanol o 
el 3-metiltío-1-propanol, que se encuentran en mayor concentración en las muestras
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obtenidas por ferm entación espontánea, aunque las m uestras inoculadas con las cepas T73  

de Saccharomyces bayanus y  L 2226  de Saccharomyces cerevisiae no muestran grandes 

diferencias respecto a ella. R especto  a este com ponente, cabe destacar que su síntesis se 

produce fundamentalmente en los primeros estad ios de la ferm entación, de m odo que al 

cabo de 7 días ya se encuentran presentes en el m edio cantidades muy cercanas a la 

máxima. En las Figuras 3 .3 .5 -3 .3 .7  se muestra la producción com parativa de los distintos 

alcoholes superiores en las m uestras inoculadas respecto a la ferm entación espontánea para 

cada una de las concentraciones de inoculo ensayadas. C om o puede observarse, 

independientem ente de la concentración del inoculo, el perfil de todas ellas es bastante 

similar, por lo que parece que el emplear una cepa u otra incidirá en la concentración final 

de cada com ponente, pero los com puestos que presentan cantidades superiores e inferiores 

serán prácticam ente los m ism os. Para el 1-propanol y  alcohol am ílico, y en m enor medida 

alcohol isoam ílico, 1-butanol, 2-feniletanol (excep to  en las muestras inoculadas con  T 73), 

1-octanol y 1-decanol muestran concentraciones superiores. D e  igual m odo, a m edida que 

el inoculo es mayor se incrementa la diferencia respecto a la línea correspondiente a la 

ferm entación espontánea, indicando que concentraciones m ayores de inoculo conducen a 

cantidades m ayores de a lcoholes superiores.
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Figura 3.3.5.- Form ación relativa de los a lcoholes superiores en las muestras 
inoculadas con 105 células/m l respecto a la ferm entación espontánea (—  ferm entación  
espontánea; —  T 7 3 , ------L 2 2 2 6 ;-------V ; ------------- C .G .L .).
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Ci/Ci PAT

Figura 3.3.6.- Form ación relativa de lo s a lcoholes superiores en las muestras
inoculadas con 106 células/m l respecto a la ferm entación espontánea ( ferm entación
espontánea; —  T 7 3 ,------L 2 2 2 6 ;-------V ; ------------- C .G .L ).
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Figura 3.3.7.- Form ación relativa de lo s a lcoholes superiores en las muestras 
inoculadas con 107 células/m l respecto a la ferm entación espontánea (—  ferm entación  
espontánea; —  T 7 3 ,------ L 2 2 2 6 ;------ V ; ------------- C .G .L .).
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3 .3 .5 .2 .2 .-  Á cidos grasos.

En las Figuras 3 .3 .8 -3 .3 .1 0  se observa la form ación relativa a la 

ferm entación espontánea de los ácidos grasos estudiados en las m uestras inoculadas con  

las distintas levaduras. Al igual que sucedía con  los a lcoholes superiores se observa que el 

perfil para cada levadura es idéntico e independiente del inoculo realizado. En tod os los  

casos se observa un pico muy acusado (m ás para las m uestras inoculadas con  la cepa V ) en 

el ácido isovaleriánico; la form ación de ácido hexanoico se encuentra ligeram ente por 

debajo de la que se encuentra en las muestras obtenidas por ferm entación espontánea. Para 

el ácido decanoico se observa un com portam iento diferencial en las m uestras inoculadas 

con  la levadura de panadería, ya que presenta concentraciones muy superiores al resto de 

los casos. En el ácido hexanoico se observa que de to d o s lo s ácidos grasos estudiados es el 

único que se encuentra presente en el m osto  natural representando, aproxim adam ente, la 

mitad del contenido de este ácido en el producto final. Las muestras no inoculadas son las 

que presentan m ayores concentraciones de este  ácido, mientras que para el resto la 

cantidad es inversam ente proporcional a la cantidad de inoculo, de m odo que se puede  

concluir que es en la flora autóctona del m osto  donde se van a dar las condiciones 

adecuadas para la síntesis de este ácido; la alteración de la población propia del m osto  

conduce irremediablemente a un descenso en la concentración de ácido hexanoico.
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Figura 3.3.8.- Form ación relativa de los ácidos grasos en las muestras inoculadas 
con  105 células/m l respecto a la ferm entación espontánea (— ferm entación espontánea; —  
T73, -  -  L 2226; - - - V ;  C .G .L .).
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Ci/Ci PAT
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Figura 3.3.9.- Form ación relativa de los ácidos grasos en las m uestras inoculadas 
con 106 células/ml respecto a la ferm entación espontánea (—  ferm entación espontánea; —  
T 7 3 ,------- L 2226; - - - V ; -------------C .G .L ).
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Figura 3.3.10.- Form ación relativa de los ácidos grasos en las m uestras inoculadas 
con 10 7 células/m l respecto a la ferm entación espontánea (—  ferm entación espontánea; —  
T 73, -  -  L 2226; - - - V ; -------------C .G .L ).
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3.3.5.2.3.- Ésteres.

En primer lugar se observa que las muestras obtenidas por fermentación 
espontánea son las que presentan un mayor contenido en acetato de etilo, sólo siendo 
superadas cuando se inocula el mosto con 107 células/ml de la cepa V. Este hecho coincide 
con la observación de algunos autores (Amerine et al., 1972; Kunkee y Goswell, 1977)) en 
el sentido de que el desarrollo de la flora apiculada incrementa tanto la acidez volátil como 
el contenido en acetato de etilo del vino. No obstante, también hay que hacer notar que en 
ningún caso se alcanzan concentraciones que puedan llegar a provocar características 
desfavorables en el producto final. Por otra parte se observa un incremento en la 
concentración a medida que se hace mayor el aporte de levadura seleccionada.

Por último cabe destacar que tanto las muestras no inoculadas como 
aquellas a las que se añade la cepa V muestran una síntesis más acusada de acetato de etilo 
en la parte final de la fermentación, aunque el resto de muestras se aproximan a esta 
tendencia a medida que se incrementa la concentración del inoculo.

En las Figuras 3.3.11-3.3.13 se muestra la concentración final de los ésteres 
más importantes estudiados respecto a la que se obtiene por fermentación espontánea del 
mosto. Como se puede observar, no existen grandes diferencias en cuanto a la formación 
de los distintos componentes respecto a la fermentación espontánea, excepto en la 
formación de succinato de dietilo en las muestras inoculadas con la cepa C.G.L. y de 
acetato de isobutilo en las muestras a las que se añade la cepa V. Por fermentación 
espontánea se obtienen siempre las cantidades más elevadas de isobutirato de etilo, acetato 
de 2-fenetilo y, con excepción de las muestras inoculadas con la cepa V, de lactato de etilo. 
De igual modo, se observa que las muestras inoculadas con la cepa T73 de Saccharomyces 
bayanus presentan, para la mayoría de los casos, concentraciones inferiores a las que se 
obtienen por fermentación espontánea. Por último, cabe resaltar el hecho de que la 
evolución de la concentración de los distintos ésteres estudiados está claramente 
determinada por la variación de la cantidad del alcohol correspondiente, de modo que cabe 
pensar que ésta va a ser un condicionante importante, aunque no el único, para la 
formación de los ésteres.
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Ci/Ci PAT

Figura 3.3.11.- Form ación relativa de los ésteres principales en las muestras 
inoculadas con 105 células/m l respecto a la ferm entación espontánea (—  ferm entación  
espontánea; —  T 7 3 ,------ L 2 2 2 6 ;------V ; ------------- C .G .L .).
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Figura 3.3.12.- Form ación relativa de los ésteres principales en las muestras 
inoculadas con 106 células/m l respecto a la ferm entación espontánea (—  ferm entación  
espontánea; —  T 7 3 ,-------L 2 2 2 6 ;------V ; --------------C .G .L .).
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Ci/Ci PAT

Figura 3.3.13.- Form ación relativa de los ésteres principales en las m uestras 
inoculadas con 107 células/m l respecto a la ferm entación espontánea (—  ferm entación  
espontánea; —  T 7 3 ,------ L 2 2 2 6 ;------V ; --------------C .G .L .).

3 .3 .5 .2  4 - G licoles.

Para el glicerol se observa que las m ayores concentraciones se obtienen en 

las muestras inoculadas con levadura de panadería, mientras que las m enores están  

presentes en aquellas a las que se añade L 2226  y, sobre tod o, la cepa V , hecho que es más 

destacado al cabo de 7 días de fermentación.

En el conjunto de dioles, la concentración más elevada se presenta en las 

muestras inoculadas con la cepa V , mientras que el resto muestra concentraciones 

parecidas. Para los dioles mayoritarios, las cantidades más reducidas se obtienen en las 

m uestras obtenidas por ferm entación espontánea. En la síntesis del isóm ero minoritario de 

2,3-butanodiol se observa, en tod os los casos, un periodo de latencia de 2 días, las 

m uestras que presentan concentraciones m enores son aquellas obtenidas por ferm entación  

espontánea y a las que se añade la cepa L 2226 , añadiéndose, a concentraciones elevadas de 

inoculo, aquellas a las que se agrega la cepa V.
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3.5.2.5.- Otros compuestos.

Para la acetona se observa que las concentraciones superiores se obtienen 
en las muestras obtenidas por fermentación espontánea y, sobre todo en inóculos altos, 
aquellas a las que se añade la cepa C.G.L.. En cambio, las que menores cantidades 
muestran son aquellas a las que se añade T73. En el caso de la |3-ionona se observa que las 
muestras obtenidas por fermentación espontánea y las inoculadas con la cepa T73 
presentan cantidades más bajas y muy parecidas. Para el 2,4-dimetil-l,3-dioxolano las 
concentraciones mayores se obtienen en las muestras inoculadas con la cepa V y las 
menores en aquellas a las que se añade la cepa L2226. En general, se observa un descenso 
en la concentración a medida que los inóculos son mayores, excepto para la levadura de 
panadería en la que el efecto de la concentración del inoculo es el inverso. Por último, en el 
caso de la y-butirolactona, se obtienen concentraciones más elevadas cuanto mayor es el 
inoculo realizado. Las concentraciones mayores se obtienen cuando se aporta al vino la 
cepa C.G.L. y L2226 y las menores en las muestras obtenidas por fermentación espontánea 
y a las que se añade la cepa V.

3.3.6.- Conclusión.

En general se observa que, aunque presenta un ligero incremento en la 
concentración de productos volátiles con la cantidad de inoculo, las muestras que más se 
asemejan a los valores que se obtienen por fermentación espontánea del mosto son aquellas 
inoculadas con la cepa T73 de Saccharomyces bayanus. La misma respuesta frente a la 
concentración de inoculo se presenta en las muestras a las que se añade la cepa L2226 de 
Saccharomyces cerevisiae, aunque presentan cantidades ligeramente superiores a las 
obtenidas por fermentación espontánea.

Las muestras que presentan una mayor concentración de compuestos 
volátiles son aquellas inoculadas con la cepa V de Saccharomyces cerevisiae, aunque en 
éstas el efecto de la cantidad de inoculo es el contrarío al visto en los casos anteriores; así, 
se obtienen cantidades finales menores a medida que añadimos cantidades superiores de la 
levadura seleccionada, aunque en el resto de periodos considerados la gradación es la 
inversa. Por último, para la levadura de panadería se obtienen cantidades intermedias de 
compuestos volátiles, aunque presenta concentraciones elevadas al inicio de la 
fermentación; también se observa que las cantidades obtenidas son mayores a medida que 
la concentración del inoculo es superior.
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Ahora bien, si no consideram os el aporte de los g lico les (Figura 3 .3 .1 4 ) la 

situación es más clara. Así, se observa que la concentración total de com ponentes volátiles 

es tanto mayor cuanto más elevado es el inoculo realizado. Para las muestras inoculadas 

con las cepas T73 y  L 2226  se observa que las concentraciones que se obtienen al realizar 

inóculos de 105 y 106 células/m l son sem ejantes, aunque algo inferiores (m ás en el caso  de 

la cepa T 73) a los valores que se obtienen por ferm entación espontánea del m osto. En  

cambio, al efectuar inóculos con  la cepa V  y, sobre todo, con la cepa C .G .L ., se obtienen  

siempre cantidades m ucho m ayores que en la muestras no inoculadas, siendo m uy parecidas 

las que se obtienen al inocular 106 y  107 células/ml.
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mg/1 400 
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M 1F+05 n 1F.+06 n 1F.+07

Figura 3.3.14.- Com paración de la concentración de productos volátiles excepto  
glicoles entre las distintas muestras inoculadas y la obtenida por ferm entación espontánea  
del m osto.

En la Figura 3 .3 .15  se muestra el estudio com parativo del índice A/C de las 

distintas muestras inoculadas respecto a la obtenida por ferm entación espontánea. Así, 

excepto para la muestra inoculada con  105 células/m l de la cepa L 2226  se observa que se  

obtienen valores muy parecidos en las muestras inoculadas con la misma levadura, 

independientem ente del inoculo. C on la excepción  ya indicada, las m uestras m ás próximas 

a la fermentación espontánea son las inoculadas con la cepa L 2226, mientras que a las que 

se añade la cepa V  muestran valores más elevados (m ayor form ación relativa de ésteres) y 

las inoculadas con  la cepa T73 y, sobre todo, la cepa C .G .L ., valores más reducidos.

L2226
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0.08 T

T73 L2226 V C.G.L.

ü  1E+05 □  1E+06 □  1E+07

Figura 3.3.15.- Com paración de los índices A /C  entre las distintas muestras 
inoculadas y la obtenida por ferm entación espontánea del m osto.

Ahora bien, si la com paración la establecem os con  lo s ésteres etílicos de 

alto peso m olecular (B /C ) (Figura 3 .3 .1 6 ) observam os que para todas las levaduras 

em pleadas se obtienen índices más bajos a m edida que es mayor el aporte de levadura al 

m osto; so lo  se establecen valores ligeram ente superiores en los casos de efectuar inóculos 

de 105 células/m l de las cepas L 2226  y C .G .L ., mientras que en el resto de los casos los  

índices obtenidos son significativam ente m enores.

6.00E-3 T

0.00E3
T73 L2226 V C.G.L.

f l  1E+05 □  1E+06 □  1E+07

Figura 3.3.16.- Com paración de los índices B /C  entre las distintas muestras 
inoculadas y la obtenida por ferm entación espontánea del m osto.
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En la figura 3 .3 .1 7  se m uestra el resultado del análisis de agrupam iento de 

las distintas m uestras obtenidas por inoculación de m ostos naturales y  por ferm entación  

espontánea.

12.50 10.00 7.50 5.00 2.50

 ---------------------------------------------------------------- Espontánea

I---------------------------- T73 (105)
 --------- |-----------------------  I-------- T73 (106)

I---------------T73 (107)
,----------L 2 2 2 6  (105 )

 ______________ I______________________ I I--------- L 2 2 2 6  (1 0 6)

-------------------------- L 2226  (1 0 7)

I------------------------------------- V  (1 0 5)

-------------------  1---------------------------------------------------  !---------- V ( 1 0 6)

n ------------------ V  CIO7)

!------------------------------------------------------- Pan (1 0 5)

1----------------------------------------------- ,------------------------ Pan (1 06)

_ ---------------------------------- Pan (1 07)

Figura 3.3.17.- A nálisis de agrupam iento de las distintas m uestras obtenidas por 
inoculación de m osto  natural y  por ferm entación espontánea.

En primer lugar se observa que las m uestras aparecen agrupadas en función  

de la cepa de levadura em pleada y no de la concentración, indicando con  ello  que es el 

primer factor el que va  a determinar principalm ente la form ación de com p u estos vo látiles a 

lo largo de la ferm entación. D entro de cada cepa, y  con  excep ción  de la cepa L 2 2 2 6 , se  

observa que las m uestras m ás parecidas son las que se obtienen por inoculación  de 106 y  

107 células/m l, probablem ente porque la aportación m asiva de levaduras va a interferir el 

desarrollo de la flora autóctona del m osto  por razones de com petencia  eco ló g ica  (ya que la 

concentración de etanol es, com o  m ucho, similar), e fecto  que va a ser m enor al inocular 

105 células/m l.
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Considerando las distintas levaduras se observa que las muestras inoculadas 
con L2226 y T73 son las más cercanas entre sí y las más próximas a la fermentación 
espontánea del mosto, pero no se pueden considerar similares debido a la gran distancia de 
agrupamiento. A continuación se encuentran las muestras inoculadas con la cepa V, y por 
último, como cabía esperar, aquellas a las que se agrega la levadura de panadería, ya que 
esta levadura va a necesitar un gran esfuerzo de adaptación al medio empleado, en nada 
parecido a áquel en que se desarrolla normalmente.

Como conclusión se observa que la inoculación con las levaduras 
seleccionadas de mosto natural no va a mejorar significativamente ninguno de los índices 
empleados. No obstante, parece claro que el empleo de la cepa L2226 de Saccharomyces 
cerevisiae y la cepa T73 de Saccharomyces bayanus son las que proporciona unos 
indicadores más satisfactorios, aunque en este último caso se observa una clara fase de 
latencia en el consumo de azúcares al incio de la fermentación y finaliza el proceso con una 
cantidad mayor de azúcares residuales.
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3.4.- Fermentaciones inducidas de mosto estéril de la variedad Monastrel!.

Según numerosos autores (Amerine et a l , 1973; Lafon Lafourcade, 1983; Suárez e 
Iñigo, 1990), el empleo eficaz de las levaduras seleccionadas implica una reducción o 
eliminación previa de las levaduras autóctonas del mosto, bien por procedimientos físicos 
(desfangado, filtración), bien por vía química (adición de S02). Ahora bien, la realización

de esta práctica puede no parecer muy conveniente, ya que implica la sustitución de un 
mecanismo fermentativo que conlleva una sucesión de microorganismos por un proceso 
realizado en pureza por una sola especie de levadura. Planteada esta problemática, y dado 
que los resultados obtenidos por inoculación de mostos frescos no son satisfactorios, nos 
planteamos el estudio de la fermentación en mosto esterilizado por filtración. Para ello 
hemos empleado, por una parte, cultivos puros de las levaduras autóctonas más 
importantes aisladas de mosto fresco además de las levaduras seleccionadas que han 
proporcionado mejores resultados en la fermentación de mosto fresco, y por otra, cultivos 
iniciadores mixtos formados por distintas combinaciones de las levaduras anteriormente 
citadas. De esta forma podemos determinar la importancia de realizar una reducción de la 
carga microbiana inicial previa a la realización del inoculo, y, por otro lado, la idoneidad de 
emplear cultivos puros o mixtos de levaduras.

En este tipo de estudios no hemos efectuado un seguimiento de la formación de los 
compuestos volátiles a lo largo de la fermentación, considerando suficiente la obtención de 
los resultados del producto final. En cambio, sí hemos hecho un seguimiento de las 
poblaciones levaduriformes a lo largo del proceso con vistas a determinar cómo esta 
evolución puede afectar al resto de parámetros considerados.

3.4.1.- Fermentaciones de mosto estéril inducidas con cultivos puros de levaduras.

3.4.1.1.- Fenotipo killer de las levaduras empleadas.

Las experiencias realizadas para conocer el carácter killer de las cinco cepas 
levaduriformes utilizadas dieron como resultado que las tres levaduras del género 
Saccharomyces (cepa salvaje, cepa T73 y cepa L2226) presentaban fenotipo killer y las 
dos levaduras apiculadas resultaron ser sensibles a la toxina. Estos fenotipos se detallan en 
la Tabla 3.4.1.
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L evad u ra F en o tip o

S. cerevisiae cepa salvaje K +R^

S. cerevisiae cepa L 2226 K R +

S. bayanus cepa T73 K +R +

Hanseniaspora uvarum K R

Kloeckera apiculata K R

T ab la  3 .4 .1 .-Fenotipo killer de las levaduras empleadas.

E stos resultados no aseguran la expresión del carácter killer en las 

experiencias de ferm entación realizadas, ya que las condiciones del m edio, tanto  

fisicoquím icas com o eco lóg icas son distintas a las de las de las experiencias realizadas para 

conocer los fenotipos killer. N o  obstante, de producirse la expresión del genotipo killer por 

las cepas K +R +, tan so lo  cabe esperar un efecto  inhibitorio sobre la flora apiculada, que es  

la sensible, aunque este  efecto  es siempre difícil de determinar puesto que dicho tipo de 

flora también se inhibe cuando aumenta la concentración de etanol.

3 .4 .1 .2  - E volución de la población levaduriforme.

El número de células viables al final de las ferm entaciones inducidas con  

levaduras apiculadas y con  levaduras del género Saccharomyces resultó distinto (Figura 

3 .4 .1 ). D entro de las levaduras apiculadas, la población de Kloeckera apiculata al final de  

la ferm entación fue dos órdenes de magnitud inferiores a los de Hanseniaspora uvarum, a 

pesar de que la primera alcanzó un número m áxim o (alrededor del séptim o día de 

ferm entación) un orden de magnitud superior al de Hanseniaspora uvarum. R especto  al 

resto de levaduras, se observó que la cepa de Saccharomyces cerevisiae L 2226  fue la que 

alcanzó una población más elevada durante el proceso ferm entativo, aunque las dos cepas  

de Saccharomyces cerevisiae presentan la fase de declive en el día 28 de fermentación. Por  

su parte, la población de la cepa de Saccharomyces bayanus presenta la fase estacionaria a 

partir del día 4 de fermentación. E stá descrito una mayor tolerancia a las concentraciones 

elevadas de etanol por parte de esta especie, por lo  que suele aparecer sobre tod o  en los  

últim os estadios de la ferm entación (Lafon Lafourcade, 1983).

A  excepción  de la cepa T73 de Saccharomyces bayanus, que m antiene una 

población estable hasta el final del proceso una v ez  alcanzado su m áxim o, el resto de 

levaduras muestra una evolución poblacional análoga, alcanzando el m áxim o entre lo s días 

4 y 7 de ferm entación para decaer hasta el final del proceso.
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Figura 3.4.1.- E volución de la población levaduriform e en las ferm entaciones de 
m osto estéril inducidas con  cultivos puros de levaduras ( □  Kloeckera apiculata, 0  
Hanseniaspora uvarum, A S. cerevisiae cepa salvaje, X  S. cerevisiae cepa L 2226 , O S. 
bayanus cepa T 73).

3 .4 .1 .3 .-  Cinética de fermentación.

Observando las dinámicas de consum o de azúcares (Figura 3 .4 .2 ) se ponen  

de manifiesto las diferencias entre las levaduras de alto y bajo poder fermentativo. 

Hanseniaspora uvarum y  Kloeckera apiculata dejaron 216  y  168 g/L  de azúcares 

residuales al final de la ferm entación respectivam ente. Las cepas salvaje y  L 2226  de 

Saccharomyces cerevisiae y la T73 de Saccharomyces bayanus dejaron 18 g/L , 9 g /L  y 13 

g/L  de azúcares residuales respectivam ente. E stos valores representan cantidades de etanol 

entre 16-17 % v/v , superiores a los obtenidos por las levaduras apiculadas.

Las dos cepas de Saccharomyces cerevisiae presentaron una dinámica de 

consum o de azúcares similar. Em pezaron con  la velocidad de consum o más alta y la fueron  

dism inuyendo progresivam ente hasta el final de la fermentación. Sin em bargo, la cepa T73  

de Saccaromyces bayanus aum entó su velocidad de consum o de azúcares entre los días 

cuarto y séptim o, ya que en el cuarto día, su consum o de azúcar era inferior al de las otras
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dos cepas y al séptim o era superior al de éstas. Al final dejó una cantidad de azúcares 

residuales intermedia.

300

250 --

200 - •

Azúcar (g/1) 150 -

100 ■■

50 -

15 200 5 10

Días

Figura 3.4.2.- Cinética de ferm entación en las ferm entaciones de m osto  estéril 
inducidas con cultivos puros de levaduras ( □  Kloeckera apiculata, 0  
Hanseniaspora uvarum, A S. cerevisiae cepa salvaje, X  S. cerevisiae cepa 
L 2226, O S. bayanus cepa T 73)

3 .4 .1 .4  - Form ación de la fracción volátil.

Las concentraciones de los com puestos volátiles form ados en cada una de 

las ferm entaciones inducidas con cultivos puros de levaduras se muestran en la Tablas

3 .4 .2 , así com o sus coeficientes de variación. En la Tabla 3 .4 .3  se puede observar la 

evolución de los distintos grupos de com ponentes a lo  largo de la fermentación.

3 .4 .1.4.1. -  A lcoholes superiores.

La concentración global de alcoholes superiores oscila  entre 331 y  359  mg/1 

para las levaduras del género Saccharomyces y entre 55 y  80  mg/1 para las levaduras 

apiculadas. En el primer caso, la levadura más productora es la cepa T73 de 

Saccharomyces bayanus, mientras que las cepas de Saccharomyces cerevisiae forman  

cantidades similares, aunque algo inferiores para la cepa autóctona. Entre las levaduras 

apiculadas la mayor productora es la especie Kloeckera apiculata que, com o ya vim os, es  

la que consum e una mayor cantidad de azúcares durante la fermentación.
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T ab la  3 .4 .2 .- Concentración de los distintos componentes de la fracción volátil en el producto obtenido por fermentación de
mosto estéril inducida con cultivos puros de levaduras.

ALCOHOLES
S. c e rev is ia e  

autóctona
S. cerev is ia e  

L 2 2 2 6

S. b a ya n u s  

T73
H a n sen ia sp o ra

u va ru m

K lo ec ke ra

a p icu la ta

n° COMPONENTE mg/1 i C V mg/1 i C.V mg/1 i C.V. C.V. mg/1 C.V.

7 1-Propanol 10.100 | 11 12.100 1 1.2 10.000 ! 19 7,700 ¡ 3.0 9.700 10.7

10 Isobutanol 72.000 ! 23 74.700 j 0.9 75.500 ! 11 19.800 ¡ 4.6 18.000 11.3

13 1 -Buianol 2.200 1 8.6 2.100 1.6 1 520 i 7.3 0.610 4.2 1.220 9.3

14 Alcohol isoamilico 166 000 ' 2.1 182.000 ¡ 3.8 202.000 ¡ 1.0 39.500 ¡ 2.9 44.700 6.0

16 Alcohol amílico 0.049 ¡ 10.7 0.049 ¡ 6.7 0.037 ¡ 12 0.005 ¡ 6.3 0.005 3.2

21 1-Hexanol 2.230 1.2 2.340 i 3.4 2.400 i 0.9 2.500 2.4 2.420 4.8

22 trans 3-Hexen-l-ol 0.035 ¡ 0.9 0.040 ¡ 3.9 0.035 ! 12 0.040 ¡ 2 4 0.040 3.2

23 cis 3-Hexen-l-ol 0.040 ¡ 0.8 0.039 ¡ 51 0.036 ¡ 1.1 0.035 ¡ 3.4 0.035 4.6

26 1-Heptanol 0.033 ' 11.9 0.050 ' 3.8 0.060 i 0.7 0.020 • 7.5 0.022 12.6

32 Linalool 0004 ! 3 4 0.009 ! 4.3 0 005 ¡ 3.9 0.010 ! 5.2 0.009 11.6

33 1 -Octanol 0 090 ¡ 5.5 0.090 ¡ 4.0 0.100 ! 2 4 0.030 ¡ 9.7 0.051 2.7

40 l-Metoxi-2-butanol 0.087 ' 6 5 0.083 ' 5.8 0.090 * 2 8 0.044 2.6 0.040 11.8

44 alfa-Terpineol 0.018 ! 2 8 0.017 ! 3.6 0.017 ! 2.2 0.017 ! 5.2 0.018 7.6

46 3-Metiltío-1 -propanol 1600 ¡ 7.2 1.180 ! 54 1.590 ¡ 8.6 0.130 ¡ 30.5 0.140 11.5

48 1-Decanol 0.040 ¡ 9.3 0.013 ¡ 3.4 0.017 ¡ 0.6 0.006 j 0.1' 0.007 1.5

52 Alcohol bencílico 0.027 ! 41 0.028 ! 5 4 0.027 i 2.7 0.026 i 3.0 0.027 6 1

55 2-Feniletanol 79 200 ¡ 0 9 76.000 ¡ 3.4 68 000 1 15 12.300 ¡ 7.0 17.000 7.2

ÁCIDOS GRASOS
S. c erev is ia e  

autóctona
S .c e re v is ia e  

L2226
S. b a ya n u s  

T73
H a n sen ia sp o ra

uvarum

K lo e c k e ra

a p icu la ta

n° COMPONENTE mg/1 • C.V. mg/1 C.V. mg/1 i C.V. mg/1 C.V. mg/1 C.V.

35 Acido isobutírico 00 3 6 ! 8.3 0.030 3.4 0032 ! 2.2 0.026 ¡ 5 8 0.011 5.7

42 Acido isovaleriánico 0.095 ¡ 9.2 0.090 15.9 0.050 ¡ 0.6 0.060 ¡ 3.2 0.065 6.7

50 Acido hexanoico 0.280 • 5.2 0.200 7.1 0.190 i 1.7 0.140 »i 3.9 0.135 5.6

57 Acido octanoico 0.040 ¡ 6 2 0.047 6 6 0.059 ! 3.4 0.026 i 11.9 0.027 9.0

59 Acido decanoico 0.013 ¡ 6 2 traz. 0.010 ¡ 4 6 0.020 ¡ 0.1 0.010 1.5



Tabla 3.4.2 (cont.).- Concentración de los distintos componentes de la fracción volátil en el producto obtenido por fermentación
de mosto estéril inducida con cultivos puros de levaduras

ESTERES
S. cerev is ia e  

autóctona
S. c e rev is ia e  

L 2 2 2 6

S. b a ya n u s  

T73
H a n sen ia sp o ra

uvarum

K lo e c k e ra
a p ic u la ta

n° COMPONENTE mg/1 » C.V mg/1 ' C.V. mg/1 ' C.V mg/1 C.V. mg/1 C.V.

4 Isobutirato de etilo 0.080 1.5 0.080 i 8.6 0.068 1.7 traz. i 0.005 9 4

8 Butirato de etilo 0.017 ¡ 9.2 traz. 0.008 ¡ 4.9 0.012 ¡ 9 6 0.011 5.9

9 Isovalenato de etilo traz. traz. 0.006 1 4.7 0.005 ¡ 2.4 0.010 5.2

15 Hexanoato de etilo 0.100 ! í . i 0.130 ! 7.3 0.120 ! 10.9 0.047 i 8.6 0.044 4.3

20 Lactato de etilo 2.500 ¡ 18 1.900 ¡ 3.4 2.500 ! 11 1.660 ¡ 2.4 2.000 4.6

25 Octanoato de etilo 0 400 ¡ 21 0.500 1 36 0.440 ! 10 0.024 ¡ 9.3 0.050 7.6

31 3-Hidroxibutirato de etilo 0.150 i 7.3 0.200 i 4.8 0.280 i 1.2 0.030 12.3 0.045 3.6

41 Decanoato de etilo 0.300 ¡ 0.8 0.230 ! 7.4 0.310 ¡ 1.0 0.060 ¡ 3.2 0.050 5.6

43 Succinato de dietilo 0.980 ¡ 114 1.080 ¡ 3.6 0.900 ¡ 2.2 0.150 ¡ 6.3 0.170 6.7

45 9-Decenoalo de etilo 1 150 i 122 1.000 i 4.6 1.050 i 11.5 0.201 ii 5.2 0.223 7.6

51 Dodecanoalo de etilo 0.190 ! 5.7 0.160 ¡ 3.7 0.160 ! 17 0.240 i 6.8 0.200 4.0

5 Acetato de propilo 0.010 ! 17 0.010 ¡ 2.5 0.011 ¡ 0.9 0.010 ¡ 14,5 0.025 6 0

6 Acetato de isobutilo 0.280 • 5.7 0.270 i 5.7 0.320 ' 3.9 0.070 i | 10.2 0.098 8.3

11 Acetato de butilo 0.012 ! 5.1 0.009 ! 6.3 0.015 ! 0.8 0014  i 28.0 0.015 6 6

12 Acetato de isoamilo 10.300 ¡ 6 9 10.500 ¡ 0.7 11.400 ¡ 1.6 0.600 ¡ 6 9 0.600 9 2

18 Acetato de hexilo 0.470 ' 5.3 0.480 ' 16.5 0.480 1.7 0.480 ' | 3.0 0.490 5.4

49 Acetato de 2-fenetilo 0 300 ! 6 8 0.220 ' 5.4 0 240 ! 1.7 0040  i 8.7 0.080 6 0

17 Isobutirato de isoamilo traz traz. traz traz traz.

19 Isovalenato de isoamilo traz. traz traz. traz. traz

27 Hexanoato de isoamilo 0008 ! 7.5 0.008 0.006 0 013 6.6 0 010 5 4

29 Octanoato de isoamilo 0.026 ¡ 7.1 0.036 i 3.1 0 050 ¡ 3.4 0.040 | 3.0 0.034 5.9

54 Decanoato de isoamilo 0.010 ¡ 11 0.009 ¡ 4.2 0.010 ¡ 11.7 traz traz.

53 Isobutirato de 2-fcnetilo traz i 6.2 traz. traz i traz.



Tabla 3.4.2 (cont.).- Concentración de los distintos componentes de la fracción volátil en el producto obtenido por fermentación
de mosto estéril inducida con cultivos puros de levaduras.

DIOLES
S .c e re v is ia e

autóctona
S .ce re v is ia e

L2226
S. b a ya n u s  

T73
H a n sen ia sp o ra

u va ru m

K lo e c k e ra
a p ic u la ta

n° COMPONENTE mg/1 C.V. mg/1 C.V mg/1 C.V mg/1 ^ V mg/1 C.V
34 2,3-Butanodiol(trco) 374.000 1.0 449.000 3.1 510.000 1.8 47.000 5.5 51.600 5.5
37 1,2-Propanodiol 21.200 0.9 20 800 3.3 21.200 12 0.230 9.1 0.230 7.3

OTROS
S. c e rev is ia e S .ce re v is ia e S. b a ya n u s H a n sen ia sp o ra K lo e c k e ra

autóctona L2226 T73 u va ru m a p icu la ta

n° COMPONENTE mg/1 C.V. mg/1 C.V. __  ni i l l___ C.V. ......... 'iur1.........., C.V. mg/1 C V

28 2,4-Dimetil-3-pentanona traz. traz. 0 005 0.6 traz. traz.

30 Benzaldehido 0.094 4.0 0.092 7.9 0098 11.2 0 096 5.9 0.096 8 7

38 gamma-Butirolactona 1.630 6.5 1.200 3 4 2 020 7.5 0.380 3.7 0.290 10.3

56 bela-Ionona 0.120 111 0 110 5 9 0.070 8 0 0032 2 4 0.040 6 1

C.V. = Coeficiente de variación 
traz = trazas



T abla 3 .4 .3 .- Concentración de los principales grupos de com ponentes de la fracción volátil en el producto obtenido por 
fermentación de m osto estéril inducida con cultivos puros de levaduras.

ó’, c erev is ia e  

autóctona
S. c erev is ia e  

L2226
S. b a ya n u s  

T73
H a n sen ia sp o ra

uvarum

K lo e c k e ra

a p ic u la ta

mg/1 % mg/1 % mg/1 % mg/1 % mg/1 | %

Fracción volátil 748.545 839.230 913.542 134.479 150.098',

Componentes constantes 2.918 0.39 3.045 0.36 3.098 0.34 3.204 2.39 3.135 i 2.09

Mayoritarios 327.300 43.72 344 800 41.09 355.500 38.91 79.300 58.97 89.400 ¡59.56

Alcoholes superiores Minoritarios 0.299 0.04 0.285 0.03 0.304 0.03 0 105 0.08 0.125 ¡ 0.08

Totales 331.399 44.27 348.365 41 51 358.914 39.29 80 145 59.60 90.885 '60.55 ------------1--------
Ácidos orgánicos 0.464 0.06 0.367 0.04 0.341 0.04 0272 0.20 0.248 i 0 17

Etílicos 5.867 0.78 5.280 0.63 5.842 0.64 2.429 1.81 2.808 ¡ 1.87

Acetatos'" 0.602 0.08 0.509 0.06 0.586 0.06 0.134 0.10 0.218 ' 0.15i
Esteres Acetato de isoamilo 10 300 1.38 10.500 1.25 11.400 1.25 0.600 0.45 0.600 i 0.40

Esteres de isoamilo* 0.044 0.01 0.054 0.01 0.066 0.01 0.053 0.04 0.044 ¡ 0.03

Totales 16 814 2.25 16.343 1.95 17.895 1.96 3.216 2.39 3.670 | 2.44

* = menos acetato de isoamilo



RESULTADOS Y DISCUSIÓN

3.4.1.4.1.1.- Alcoholes superiores mayoritarios.

Para los alcoholes superiores mayoritarios se observa la misma situación en 
cuanto a las cepas productoras que la vista para el conjunto de alcoholes superiores, 
aunque la cepa T73 es la mayor productora entre las levaduras de alto poder 
fermentativodebido a la cantidad aportada de alcohol isoamílico, ya que forma cantidades 
similares de 1-propanol e isobutanol y claramente inferiores de 2-feniletanol.

En cuanto a las levaduras de bajo poder fermentativo, Kloeckera apiculata 
es la mayor productora para todos los compuestos, llegando incluso a igualar el nivel de 1- 
propanol formado por las levaduras de alto poder fermentativo.

3.4.1.4.1.2.- Alcoholes superiores minoritarios.

En este caso, las diferencias entre las levaduras de alto poder fermentativo 
son escasas, existiendo una menor diferencia entre éstas y las levaduras apiculadas. Entre 
las levaduras del género Saccharomyces se observa que las cantidades de 1-octanol y 2- 
metoxi-l-butanol son muy similares. Para el alcohol amílico, las dos cepas de 
Saccharomyces cerevisiae presentan cantidades similares y superiores a la obtenida en la 
muestra inoculada con T73. La cepa salvaje de Saccharomyces cerevisiae es la mayor 
productora de 1-decanol, mientras que la cepa T73 es la que más 1-heptanol sintetiza.

Las levaduras de bajo poder fermentativo producen cantidades similares de 
todos los alcoholes superiores minoritarios estudiados, excepto para el 1-octanol para el 
que Kloeckera apiculata produce cantidades mayores.

3.4.1.4.1.3.- Otros alcoholes superiores.

Para el 1-butanol se observa que las levaduras más productoras son las 
cepas de Saccharomyces cerevisiae, mientras que la cepa T73 forma cantidades similares a 
las sintetizadas por Kloeckera apiculata.; por su parte, Hanseniaspora uvarum es la 
levadura que menos cantidad de este compuesto sintetiza.

En el caso del 3-metiltío-1-propanol, las levaduras de bajo poder 
fermentativo forman cantidades mucho menores que el resto de levaduras, de las cuales las 
mayores productoras son las cepas salvaje y T73, aunque en ningún caso llegan a formar 
las cantidades que se obtienen por fermentación espontánea del mosto. No obstante, en las 
levaduras de alto poder fermentativo se observa la misma tendencia que en la fermentación
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

espontánea, de m odo que al cabo de 4 días de ferm entación se ha sintetizado ya la práctica 

totalidad de 3 -m etiltío-1-propanol.

3.4.1.4.1 A -  D iscusión.

En general, las cantidades totales de alcoholes superiores son bastante 

inferiores a las obtenidas por ferm entación espontánea del m osto, destacando, aparte de las 

levaduras de bajo poder ferm entativo, la cantidad aportada por la cepa salvaje de 

Saccharomyces cerevisiae. En la figura 3.4.3 se observa la com paración de las cantidades 

de alcoholes superiores obtenidas por la ferm entación inducida de m osto estéril con  

cultivos puros de levaduras y las que presenta la ferm entación espontánea del m osto.

1.4 T

1.2

0.8 ■

Ci/C Esp
0.6

0.4 ■>

0.2 ■■

Oo oo Ioz:2.
oco

oCo
oco

o
-o
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o

Figura 3.4.3.- C oncentraciones relativas de los alcoholes superiores 
producidas en la ferm entación de m osto estéril inducidas por cultivos puros de levaduras 
respecto a la ferm entación espontánea (—  ferm entación espontánea; —  cepa salvaje de
S.cerevisiae,  cepa L 2226 de S.cerevisiae;  cepa T73 de S.bay>anus; --------------
Hanseniaspora uvarum',----------------Kloeckera apiculata).

Se observa que en la mayoría de los casos se obtienen cantidades inferiores 

a la ferm entación espontánea del m osto; no obstante, la cantidad de alcohol isoam ílico  

producida por la cepa T73 es só lo  un 10% inferior y se forman cantidades similares, para 

las cepas más productoras, de 1-octanol y 1-butanol, mientras que las cantidades de 1- 

m etoxi-2-butanol son superiores en todas las muestras inoculadas con levaduras de alto 

poder fermentativo. Las levaduras apiculadas producen cantidades más reducidas de tod os
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

los alcoholes superiores, a excepción de la formación de 1-propanol por parte de 
Kloeckera apiculata.

3.4.1.4.2.- Ácidos grasos.

En general se observa que la concentración total de ácidos grasos es mayor 
en las muestras inoculadas con levaduras del género Saccharomyces que en aquellas a las 
que se añade levaduras de bajo poder fermentativo, aunque en este caso son similares entre 
sí. En el primer caso, la levadura más productora es la cepa salvaje de Saccharomyces 
cerevisiae (debido a la concentración de ácido hexanoico), mientras que las otras levaduras 
producen cantidades similares.

Para el ácido hexanoico se observa que la formación a lo largo de la 
fermentación es reducida, representando la cantidad presente en el mosto cerca del 50% de 
la concentración final. Este hecho es más evidente si consideramos las levaduras de bajo 
poder fermentativo, que apenas sintetizan 0.02 mg/1 de este compuesto a lo largo de la 
fermentación.

En general, para las levaduras de alto poder fermentativo, las cantidades de 
ácidos grasos formadas son bastante similares a las encontradas en la fermentación 
espontánea del mosto.

3.4.1.4.3.-Ésteres.

3.4.1.4.3.1.- Ésteres etílicos.

La formación global de ésteres etílicos es mucho mayor en las levaduras de 
alto poder fermentativo debido a su mayor capacidad de producir etanol; sin embargo, 
entre ellas la levadura más productora es la cepa T73 que, sin embargo, no es la que más 
etanol produce, indicando que intervienen otros factores en las vías de síntesis de los 
ésteres etílicos. Entre las levaduras de bajo poder fermentativo, la cepa más productora es 
la que más etanol produce {Kloeckera apiculata), observándose este hecho sobre todo en 
las concentraciones finales de octanoato y 3-hidroxibutirato de etilo.

Aunque las concentraciones finales de butirato e isovaleriato de etilo son 
muy bajas, la flora apiculada produjo niveles similares o superiores a los obtenidos por las 
levaduras del género Saccharomyces; la cantidad de dodecanoato de etilo formada por las 
levaduras de bajo poder fermentativo es significativamente superior a la que se encuentra
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presente en las muestras inoculadas con las cepas de alta capacidad fermentativa. Para el 
resto de ésteres etílicos, la flora apiculada produjo cantidades significativamente menores, 
destacando sobre todo el caso del hexanoato de etilo, para el que apenas se produjo 
incremento en su concentración a lo largo del periodo considerado.

La cepa T73 es la mayor productora de octanoato, decanoato y 9-
decenoato de etilo, mientras que es la levadura que menor cantidad de dodecanoato de
etilo sintetizó a lo largo de la fermentación. Para el resto de ésteres etílicos estudiados, los 
niveles producidos por las distintas levaduras del género Saccharomyces son similares, 
aunque destaca, quizá, el bajo nivel de lactato de etilo formado en las muestras inoculadas 
con la cepa L2226 y las cantidades muy superiores de octanoato de etilo formadas por la 
cepa T73 respecto a las cepas de Saccharomyces cerevisiae.

3.4.1.4.3.2.- Acetatos.

En la formación de los acetatos existe una gran diferencia entre las
cantidades formadas por las levaduras de alto y bajo poder fermentativo. En todos los
casos, existe una clara correlación entre la cantidad de acetato y la del alcohol 
correspondiente, por lo que parece claro que la síntesis de los primeros está condicionada 
por la concentración de los últimos.

Entre las levaduras de alto poder fermentativo, la cepa más productora es la 
T73; así, presenta las concentraciones máximas de acetato de isobutilo, acetato de butilo y 
acetato de isoamilo. Por su parte, la cepa salvaje de Saccharomyces cerevisiae es la mayor 
productora de acetato de 2-fenetilo.

En cuanto a las levaduras de bajo poder fermentativo, Kloeckera apiculata 
es la mayor productora de todos los acetatos estudiados, pero en ningún caso llega a 
formar las cantidades presentes en las muestras inoculadas con las levaduras del género 
Saccharomyces.

3.4.1.4.3.3.- Ésteres de isoamilo.

Entre los ésteres de isoamilo, el isovaleriato de isoamilo se obtuvo en una 
concentración muy baja (0.008 mg/1). Los cuatro ésteres de isoamilo restantes se 
encontraron al final de la fermentación en concentraciones comprendidas entre 0.025-0.1 
mg/1.
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3 .4 .1 .4 .3 .4 .-  D iscusión.

En la Figura 3 .4 .4  se m uestra la producción com parativa de los distintos 

ésteres en las ferm entaciones de m osto  estéril inducidas con cu ltivos puros de levaduras 

respecto a la ferm entación espontánea. N o  se consideran los com puestos que presentan 

concentraciones muy bajas, ya que el error com etido en su determ inación puede ser muy  

elevado. Se observa que para la mayoría de ésteres, las cantidades obtenidas son inferiores 

a las que se presentan por ferm entación espontánea del m osto. N o  obstante, gran parte de 

los ésteres etílicos, sobre tod o  los de cadena m ás larga, muestran concentraciones similares 

o  incluso superiores, poniendo de m anifiesto la relación existente entre las cantidades 

formadas y el contenido en etanol del m edio. Sin em bargo, destaca el hecho de que para 

los dos hidroxi-ésteres de etilo estudiados, las concentraciones obtenidas por ferm entación  

de m osto estéril inducida por cultivos m ixtos de levaduras son muy inferiores a las que se  

obtienen por ferm entación espontánea del m osto. D el m ism o m odo, resalta el hecho de que 

la cepa autóctona de Saccharomyces cerevisiae es la única capaz de formar niveles  

similares de acetato de 2-fenetilo  a la ferm entación espontánea, aunque en tod os los casos  

aparece una clara correlación entre la cantidad de acetatos y ésteres de isoam ilo formadas y 

la cantidad del alcohol correspondiente presente en el medio. D e  este forma, puede 

concluirse que la concentración de los ésteres va a depender en gran m edida de la cantidad 

del alcohol correspondiente que se va  a formar en el m edio a lo largo de la fermentación.
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Figura 3.4.4.- Concentraciones relativas de lo s ésteres producidas en la 
ferm entación de m osto estéril inducidas por cultivos puros de levaduras respecto a la 
ferm entación espontánea (—  ferm entación espontánea; —  cepa salvaje de S .cerevisiae, —
— cepa L 2226  de S.cerevisiae, cepa T 73 de S.bayanus,--------------- Hanseniaspora
uvarum; --------------- Kloeckera apiculata).
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3.4.1.4.4.- Glicoles.

Se estudiaron dos dioles, el /ra>-2,3-butanodioI y el 1,2-propanodiol. El 
primero fue uno de los compuestos volátiles más abundantes de los estudiados en el vino 
(589 mg/L). Las levaduras apiculadas producen cantidades muy pequeñas de estos 
componentes, por lo que parece que su síntesis va estrechamente ligada a la formación de 
etanol. Las levaduras de alto poder fermentativo sintetizan cantidades comparables a las 
que se obtienen por fermentación espontánea del mosto, aunque ligeramente inferiores.

3.4.1.4.5.- Otros componentes.

Del resto de componentes, no incluidos en ninguna de las familias químicas, la y- 
butirolactona se pobserva que las levaduras de bajo poder fermentativo producen 
cantidades significativamente menores que las cepas del género Saccharomyces, aunque 
éstas, a excepción de la cepa T73 de Saccharomyces bayanus, aportan al medio cantidades 
más pequeñas que las que se obtienen por fermentación espontánea Con la P-ionona, se 
presenta la misma diferencia entre las levaduras de alto y bajo poder fermentativo, pero son 
en este caso las cepas de Saccharomyces cerevisiae las que forman cantidades similares a 
las que se obtienen en las muestras no inoculadas.

3.4.1.5.- Discusión.

Se puede establecer un claro paralelismo entre los datos de la evolución de 
las distintas poblaciones y los datos del consumo de azúcares. En las levaduras apiculadas 
se observa una mayor muerte celular que en el resto de levaduras, ya que este tipo de flora 
no resiste concentraciones altas de etanol. Se observó que la muerte celular de Kloeckera 
apiculata era dos ordenes de magnitud superior al de Hanseniaspora uvarum, lo cual se 
explicaría por el hecho de que en la fermentación inducida con la primera se produjo un 
mayor consumo de azúcares y por tanto una mayor concentración de etanol.

La cepa L2226 acabó con el número de células viables más bajo de entre las 
levaduras de alto poder fermentativo y también fue la que produjo un mayor consumo de 
azúcares, por tanto una mayor concentración de etanol.

Comparando las dinámicas de consumo de azúcares de las fermentaciones 
llevadas a cabo con cultivos puros de levaduras con la fermentación espontánea, se observa 
que la fermentación espontánea tiene la mayor pendiente inicial, es decir, es la que más 
rápido comienza. Sin embargo, la cepa L2226 es capaz de mantener una capacidad
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ferm entativa m ayor a partir de este  m om ento, acabando con una cantidad de azucares 

residuales del m ism o orden. La cepa T 73 , a pesar de mostrar una clara aceleración de la 

ferm entación en el tramo m edio del proceso , se ralentiza hacia el final, m ostrando una 

cantidad de azúcares superior al final del intervalo de tiem po considerado.

En cuanto a la fracción volátil destaca la gran diferencia existente entre los  

com ponentes volátiles form ados por las levaduras de alto y  bajo poder ferm entativo, pero 

mientras el consum o de azúcar es  un 55-70%  menor, la cantidad de com puestos volátiles  

representa un 15-18% , siem pre con  resultados m ejores para las muestras inoculadas con  

Kloeckera apiculata. En cuanto a las levaduras de alto poder ferm entativo destaca el 

hecho de que las m uestras obtenidas con  la cepa T73 poseen lo s  valores más altos para 

to d o s los grupos de com p u estos excep to  para los ácidos grasos y ésteres etílicos, que se 

obtienen en las m uestras inoculadas con  la cepa salvaje de Saccharomyces cerevisiae.

En la Tabla 3 .4 .4  se muestra las relaciones existentes entre las 

concentraciones de ésteres (A ) y  ésteres etílicos de alto p eso  m olecular (B ) respecto al 

contenido total de alcoholes superiores (C ) para cada muestra.

Espontánea

S. cerevisiae 

autóctona

S. cerevisiae 

L2226

S. bayanus 

T73

Hanseniaspora

uvarum

Kloeckera

apiculata

A /C 0.058 0.051 0.047 0.052 0.040 0.040

B /C 5.02xl0-3 6.46x10*3 5.80x10*3 6.28x10-3 7.14x10-3 6.24x10-3

Tabla 3 .4 .4 .- ín d ices A /C  y  B /C  de las distintas ferm entaciones de m osto  estéril 
inducidos con cultivos puros de levaduras y  la ferm entación espontánea

En los índices A /C  se  observa que en ningún caso  llega a superarse el valor 

obtenido en la ferm entación espontánea, situándose muy por debajo los valores obtenidos 

para las levaduras de bajo poder ferm entativo. Sin embargo para el índice B/C  obtenem os  

valores más elevados que lo s  que proporciona la ferm entación espontánea, destacando los  

presentes para las levaduras apiculadas. Entre las levaduras del género Saccharomyces no
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se observan grandes diferencias, obteniéndose los valores más altos para la cepa autóctona 
y los menores para la cepa L2226.

Como conclusión se puede afirmar que los resultados más satisfactorios 
obtenidos por fermentación inducida de mosto estéril con cultivos puros de levaduras se 
obtienen cuando se emplea la cepa autóctona de Saccharomyces cerevisiae, aunque hay 
que destacar la importancia que pueden tener las levaduras apiculadas en la obtención de 
bebidas de bajo contenido alcohólico y marcado carácter afrutado.

3.4.2.- Fermentaciones de mosto estéril inducidas con cultivos mixtos de levaduras.

3.4.2.1.- Evolución de la población levaduriforme.

Los resultados de la evolución de los cinco cultivos mixtos a lo largo de las 
cinco fermentaciones ensayadas se muestra en las gráficas 3.4.5 a 3.4.9.

En las muestras obtenidas por inoculación de cultivos mixtos con elevado 
contenido de levaduras apiculadas se observan algunas diferencias significativas. En primer 
lugar, la muestra M2 presenta un mayor desaiTollo temporal y poblacional, de las levaduras 
de bajo poder fermentativo; así, éstas se detectan hasta el día 7 de fermentación, mientras 
que en la muestra MI dejan de observarse a partir del cuarto día del proceso. De igual 
modo, la población máxima de estas levaduras es un orden de magnitud mayor en el primer 
caso frente al segundo. Por otra parte, en lo que se refiere a las levaduras de alto poder 
fermentativo, se observa que en la muestra MI la levadura mayoritaria es la cepa salvaje de 
Saccharomyces cerevisiae, mientras que en M2 la cepa L2226 permite que sea la cepa T73 
de Saccharomyces bayanus la que domine numéricamente desde que desaparece la flora 
apiculada y hasta el final de la fermentación. Estos datos ponen de manifiesto la 
importancia de emplear inóculos en los que intervenga la flora autóctona; así, la cepa 
salvaje no tiene ningún problema en el mosto empleado mientras que la cepa L2226, 
aislada de una región vitivinícola de características muy diferentes, muestra problemas de 
adaptación, inconveniente que no presenta la cepa T73 de Saccharomyces bayanus, aislada 
de una zona próxima a la D.O. Jumilla.
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Figura 3.4.5.- Evolución de la población levaduriforme a la largo de la 
fermentación en la muestra MI (O Levaduras apiculadas, A Saccharomyces cerevisiae 
cepa salvaje, 0 Saccharomyces bayanus cepa T73).
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Figura 3.4.6.- Evolución de la población levaduriforme a la largo de la 
fermentación en la muestra M2 (□  Levaduras apiculadas, 0 Saccharomyces cerevisiae 
cepa L2226, A Saccharomyces bayanus cepa T73).
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Las ferm entaciones mixtas M 3, M 4 y M 5, contaban inicialm ente con  

porcentajes altos de levaduras de alto poder ferm entativo (la cepa T 73, la cepa L 2226  y  la 

cepa salvaje respectivam ente). La muestra M 3 se encuentra fermentando con la cepa T73  

en pureza prácticamente a partir del día 4  de ferm entación (Figura 3 .4 .7 ), ya que la flora 

apiculada y la cepa salvaje de Saccharomyces cerevisiae presenta dificultades para su 

desarrollo, no por el contenido en etanol del m edio sino probablem ente por razones de 

com petencia ecológica.
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Figura 3.4.7.- E volución de la población levaduriforme a la largo de la 
ferm entación en la muestra M 3 ( □  Levaduras apiculadas, 0  Saccharomyces cerevisiae 
cepa salvaje, A Saccharomyces bayanus cepa T 73)

La ferm entación mixta M 4, a pesar de em pezar con un 85%  de L 2226  y un 

5% cepa T 73, ambas cepas se igualan num éricam ente entre los días 2 y 4, encontrándose en 

co-dom inancia durante toda la ferm entación (Figura 3 .4 .8 ) y  volviendo a poner de  

manifiesto lo observado en la muestra M 2 sobre la dificultad de adaptación al m osto  

em pleado.
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Figura 3.4.8.- E volución de la población levaduriform e a la largo de la 
ferm entación en la muestra M 4 ( □  Levaduras apiculadas, 0 Saccharomyces cerevisiae 
cepa L 2226, A Saccharomyces bayanus cepa T 73).

La ferm entación m ixta M 5 (Figura 3 .4 .9 ) sólo  p osee  inicialm ente la cepa  

autóctona de alto poder ferm entativo, m ostrando un máxim o poblacional cerca de un 

orden de magnitud superior al que alcanzan el resto de levaduras de alto poder  

ferm entativo en las muestras en que son mayoritarias en el inoculo inicial.
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Figura 3 .4 .9 .-  E volución de la población levaduriforme a la largo de la 
fermentación en la muestra M 5 ( □  Levaduras apiculadas, 0 Saccharomyces cerevisiae 
cepa autóctona).
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El comportamiento de las levaduras apiculadas es, en líneas generales, 
similar en todas las fermentaciones, presentando un máximo entre los días 2 y 4 de 
fermentación y dejando de detectarse entre los días 7 y 10. En las muestras en que su 
presencia inicial era el 95% de las levaduras totales (MI y M2) presentaron máximos 
superiores a aquellas en las que se encontraban en un porcentaje inicial menor (M3, M4 y 
M5). Por otra parte, la cepa T73 siempre acabó con una tendencia de crecimiento celular 
estacionario, mientras que las cepas L2226 y salvaje tuvieron al final de la fermentación 
una tendencia de la muerte celular.

3.4.2.2.- Cinética de fermentación.

La fermentación MI fue la que tuvo un comienzo más rápido y la que antes 
acabó con 6.5 g/L de azúcares residuales. En la gráfica 3.4.10 se puede observar como su 
evolución es notablemente distinta a las otras cuatro fermentaciones mixtas y semejante a 
la observada en la fermentación espontánea del mosto.

M2 presentó un periodo inicial de latencia, y hasta el día 2 no comienza la 
fermentación. Sin embargo a día 10 se iguala con el resto de fermentaciones mixtas en 
cuanto al azúcar consumido, y acaba aproximadamente al mismo tiempo que M3, M4 y 
M5 con 6.5 g/L de azúcares residuales, igual que la muestra MI.

M3 presenta una breve latencia tras la cual tiene un comienzo de 
fermentación rápido, ya que hasta el día 7 (excluyendo la muestra MI) es la que presenta 
un mayor consumo de azúcares. Sin embargo, a partir de este día se ralentiza la 
fermentación, dejando al final 15 g/L de azúcares residuales, la mayor cantidad de todas la 
fermentaciones mixtas.

M4 y M5 muestran un comportamiento similar. Muestran una ligera fase 
inicial de latencia, para incrementar la tasa de fermentación entre los días 2 y 10 del 
proceso, acabando con 6.2 y 7.2 g/1 de azúcares residuales respectivamente al final del 
periodo fermentativo.
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Figura 3.4.10.- Cinética de ferm entación en las ferm entaciones de m osto estéril 
inducidas con  cultivos m ixtos de levaduras ( □  M I, 0  M 2, A M 3, X  M 4, O M 5, ■  
ferm entación espontánea).

3 .4 .2 .3 .-  Form ación de la fracción volátil.

En la Tabla 3 .4 .5  se muestran las concentraciones de los distintos 

com ponentes obtenidos en las distintas ferm entaciones de m osto estéril inducidas 

concultivos m ixtos de levaduras, así com o su coeficiente de variación. En la Tabla 3 .4 .6  se 

muestran las concentraciones de cada familia quím ica para cada una de las experiencias.

3 .4 .2 .3 .1 -  A lcoholes superiores.

3 .4 .2 .3 .1 .1 .-  A lcoholes superiores mayoritarios.

En la Figura 3.4 .11 se muestra la concentración total de los a lcoholes  

superiores m ayoritarios obtenidos en las distintas ferm entaciones m ixtas, oscilando entre 

363 y  4 2 0  mg/1. Las cantidades halladas en M I y  M 5 por una parte, y  en M 2 y M 4 por
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Tabla 3.4.5.- C oncentración de los distintos com ponentes de la fracción 
volátil en el producto obtenido por ferm entación de m osto estéril 
inducida con cu ltivos m ixtos de levaduras.

ALCOHOLES
MI M2 M3 M4 M5

n° COMPONENTE mg/1 C.V mg/1 C.V mg/1 C.V. mg/1 C.V mg/l C V
7 1 -Propanol 16 800 14 4 10 500 9.2 14 500 5 8 19.200 13.9 14 100 12 8

10 Isobutanol 72.400 3.3 68 900 2.6 78 700 2.6 60.000 3.0 87 600 6.0
13 1 -Butanol 2.400 10.6 3.000 5 0 2.600 8.0 3.600 8.9 3.600 3 9
14 Alcohol isoamílico 247 000 3.6 220.000 2.2 253 000 2.1 209.000 5.4 235 000 3.4
16 Alcohol amílico 0.025 5.3 0032 2.2 0.036 2.7 0.035 3.7 0 018 4.3
21 1-Hexanol 2.300 4 4 2.300 18 2.400 1.7 2.400 3.2 2 200 3 8
22 trans 3-Hexen-l-ol 0.032 3.6 0036 2.8 0.035 1.3 0.034 3.1 0039 3 8
23 cis 3-Hexen-l-ol 0.030 2 9 0030 2.4 0.038 1.7 0036 3 9 0.030 3 2
26 1-Heptanol 0.120 2.3 0 110 6 1 0 110 12.1 0.070 4.5 0.110 3 9
32 Linalool 0.006 8 0 0 005 9.2 0.005 7.2 0.008 6.2 0011 6 6
33 1-Octanol 0.094 7.4 0.100 2.2 0.060 11.8 0.080 3.2 0.120 7 8
40 1 -Metoxi-2-butanol 0.086 7.3 0.092 7.7 0080 22.4 0.090 2.6 0 070 9 2
44 alfa-Terpineol 0.023 6.5 0025 3.0 0.019 3.1 0.020 2.6 0022 5 6
46 3 -Metiltio-1 -propanol 1.500 7.7 1 400 11.0 2.000 4.4 1.530 3.1 1 800 6 2
48 1-Decanol 0.040 7.1 0050 5.1 0.055 18.5 0.060 3.0 0.070 6 6
52 Alcohol bencílico 0.030 8 1 0028 5 6 0 027 1.2 0.029 4.3 0.026 5 0
55 2-Feniletanol 79.500 5.8 73.800 2.3 74.000 1.7 74.600 2.5 78.100 4 1

ÁCIDOS GRASOS
MI M2 M3 M4 M5

n° COMPONENTE mg/1 C.V. mg/1 ' C.V mg/1 ' C.V. mg/1 i C.V. mg/1 ' C V
35 Acido isobutínco 0 061 9.2 0 067 i 19 0 052 i 4.1 0.058 i 40 0 040 i 3 1
42 Acido isovalenámco 0 080 2.9 0.090 ¡ 9 0 0 060 ' 36 0.050 ! 34 0 080 ' 5 4
50 Acido hexanoico 0.270 6.1 0.270 ' 4.5 0 240 1 2.4 0.270 ' 2.6 0 240 ' 3 9
57 Acido octanoico 0.070 9.4 0 066 I 1.9 0077 ! 8.8 0057 ! 4.7 0 071 i 3 4
59 Acido decanoico 0 024 6 4 0 028 ! 7.2 0 031 ¡ 10 9 0.023 ¡ 21.6 0 027 ! 14 7
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Tabla 3.4.5 (cont.).- Concentración de los distintos com ponentes de la
fracción volátil en el producto obtenido, por ferm entación de m osto  
estéril inducida con  cultivos m ixtos de levaduras

ESTERES
MI M2 M3 M4 M5

n° COMPONENTE mg/1 C.V mg/1 C.V. mg/1 C.V. mg/1 C.V. mg/1 C.V
4 Isobutirato de etilo 0 077 8.8 0 087 3.4 0.066 7.2 0.079 18 0084 4 1
8 Bulirato de etilo 0.013 9 8 0.008 2.6 0 005 3.5 0 005 1.2 0005 9.8
9 Isovalenato de etilo 0.010 7.6 0.010 3.3 0 009 4.2 0010 18 0.012 3 6

15 Hexanoato de etilo 0.120 2.1 0.120 2.4 0 140 3.9 0 110 10.9 0.130 3.5
20 Lactato de etilo 2.500 4.9 2.000 2.3 2.500 3.9 2.100 3 1 2.400 4.3
25 Octanoato de etilo 0.500 8.0 0.460 5.6 0.500 3.4 0 490 4.9 0480 4 9
31 3-Hidroxibutirato de etilo 0 400 5.7 0.300 4 5 0.200 4.9 0.300 4.0 0.470 3.1
41 Decanoato de etilo 0.450 6.2 0.400 2.7 0 430 5.9 0.440 3.7 0.450 4.9
43 Succinato de dietilo 0 850 9 4 0.810 4 0 0 900 1.5 0 840 2 6 0.810 4.2
45 9-Decenoato de etilo 1.200 4.5 1.200 6.4 1.250 6.9 1 100 11.9 1 300 3.6
51 Dodecanoato de etilo 0.190 2.0 0.160 3 1 0.210 18 0 170 3.2 0.180 8.5

5 Acetato de propilo 0.009 8.2 0.007 7  A 0.007 13.9 0.005 7.8 0 008 5.6
6 Acetato de isobutilo 0.450 3.8 0.400 13.0 0 340 7.3 0.400 7.2 0.460 4.1

11 Acetato de butilo 0.019 16 4 0.016 6.2 0.012 6.1 0016 5.8 0.017 8 0
12 Acetato de isoamilo 19.000 3.7 16 400 6 8 21.800 2.7 14 000 3 1 18.800 3 6
18 Acetato de hexilo 0.490 4.3 0 480 6.9 0490 10.0 0 480 5.7 0.490 6.2
49 Acetato de 2-fenetilo 0.253 12.8 0 151 2.6 0 150 10.7 0.170 6 9 0.270 4.5
17 Isobutirato de isoamilo 0.011 3.6 0 008 8.7 0.010 10.3 0010 6.9 0.009 7.3
19 Isovalenato de isoamilo traz traz. traz. traz. traz.
27 Hexanoato de isoamilo 0021 5.4 0.013 6.2 . 0.018 18 0.016 8.1 0.015 3.2
29 Octanoato de isoamilo 0.050 4.1 0.040 2 4 0.045 3.1 0 045 6 8 0.055 8.3
54 Decanoato de isoamilo 0.017 4.7 0 007 8 9 0019 3 9 traz 0.018 7 4
53 Isobutirato de 2-fenetilo 0 007 2 1 traz 0007 3 3 traz traz
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T abla  3 .4 .5  (co n t.) .-  C oncentración de los distintos com ponentes de la
fracción volátil en el producto obtenido por ferm entación de m osto  
estéril inducida con cultivos m ixtos de levaduras.

DIOLES
MI M2 M3 M4 M5

n° COMPONENTE tng/l , C.V mg/1 ! C.V mg/1 C.V. mg/1 C.V. mg/1 ! c.v
34 2,3 -Butanodiol (treo) 407.000' 7.4 420.000 ' 1.8 426.000 1' 2.0 445.000 ' 2.9 500 000 1ÍTT
37 1.2-Propanodiol 28.500 i 7.0 27 000 ! 27 1 17 100 1.9 21.600 ! 2 9 25.000

i
i 5.7

OTROS
MI M2 M3 M4 M5

n° COMPONENTE mg/1 i c.v. mg/1 ¡c.v mg/1 ¡ C.V. mg/1 C V mg/1 ¡ C.V
28 2,4-D ímetil-3-pentanona 0.008 : 27 traz. 11 0 007 í 4 8 traz. traz
30 Benzaldehido 0.090 1 10.1 0.095 1 5.4 0.100 i 9 4 0.097 2.7 0 098 i 113
38 gamma-Butirolactona 2.300 ! 4.7 1.950 ! 5.7 3.200 ' 2.4 1.700 3.4 2.900 ¡ 6.0
56 beta-Ionona 0.120 : 6.9 0.110 : 69 0.101 ! 3 4 0.103 2.4 0 113 ! 7.5

C.V = Coeficiente de variación 
traz = trazas
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T abla 3 .4 .6 .- C oncen trac ión  de los principales g ru p o s  de com ponen tes de la fracción  volátil en el p ro d u c to  o b ten ido  p o r
ferm entación  de m osto  estéril inducida co n  cu ltivos m ixtos de levaduras.

MI' M2 M3 M4 M5
mg/1 i % mg/1 ! % mg/1 % mg/1 i % mg/1 í %

Fracción volátil 887.546¡ 853.331 ¡ 900.627 857.536¡ 977.948¡
Componentes constantes 3 001 ' 0.34 2.999 i 0.35 3.214 0 36 3 104 ' 0.36 2.916 ' 0.30

Mayoritarios 415.7001 46.84 373.320i 43.75 420.200 46.66 362.800(42.31 414.800(42.42
Alcoholes superiores Minoritarios 0.365 ¡ 00 4 0.384 ¡ 0.05 0.341 0.04 0.335 ¡ 0.04 0.388 ¡ 0.04

Totales 419.965] 47.32 377.104J 44.19 425.141 47.21 368.265]42.95 420.588J 43.01

Acidos orgánicos 0.505 i 0.06 0.521 i 0.06 0.460 0.05 0.458 i 0.05 0.458 i 0.05
Etílicos 6.310 ¡ 0.71 6.605 | 0.77 6.210 0.61 5.644 ¡ 0.66 6.321 | 0.65
Acetatos* 0.731 ] 0.08 0.574 ] 0.07 

16.400 « 1.92
0.509 0.06 0.591 ] 0.07 0.755 ] 0.08

Esteres Acetato de isoamilo 19.000 i 2.14 21.800 2.42 14.000 i 1.63 18.800 i 1.92
Esteres de isoamilo* 0.099 ¡ 001 0.068 ¡ 0.01 0.092 0.01 0.071 ¡ 0.01 0.097 ¡ 0.01
Totales 26.147 ¡ 2 95 23.647 ¡ 2.77 28619 3.18 17.306 ¡ 2.02 25.973 ¡ 2.66

* = menos acetato de isoanulo
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otra, son  muy similares entre sí, debido a que am bos pares de m uestras poseen el m ism o  

tipo de Saccharomyces cerevisicie mayoritario.
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Figura 3.4.11.- C oncentraciones totales de los alcoholes superiores 
mayoritarios en la ferm entación espontánea y en las ferm entaciones con cultivos m ixtos de 
levaduras.

Para el 1-propanol las cantidades m ayores se obtienen en la muestra M 4, 

aunque las diferencias que presenta con M I no son significativas. En M 3 y M 5 se  

produjeron cantidades similares, mientras que la muestra M 2 fue la menor cantidad de este  

alcohol produjo. El isobutanol se obtiene en sus concentraciones más elevadas en la 

muestra M 5 mientras que la m enor productora fue M 4; en el resto de las m uestras se 

obtienen cantidades similares. Para el alcohol isoam ílico las concentraciones m ayores se  

obtienen en la muestra en la que el inoculo presenta cantidades m ayores de la cepa T73 de 

Saccharomyces bayanus, mientras que aquellas en que incluye la cepa L 2226  son las que 

m enores concentraciones presentan, aunque, al igual que ocurre en las m uestras en las que 

el inoculo incluye a la cepa salvaje de Saccharomyces cerevisiae, es mayor en las m uestras 

en las que la población inicial presenta mayoría de levaduras de bajo poder fermentativo. 

Por últim o, las diferencias en la producción de 2-feniletanol no son tan acusadas com o en  

el resto de los a lcoholes superiores mayoritarios, pero las muestras que presentan m ayores 

cantidades son aquellas en las que la levadura de alto poder ferm entativo mayoritaria es la 

cepa autóctona de Saccharomyces cerevisiae.
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3 .4 .2 .3 .1 .2 .-  A lcoholes superiores minoritarios.

En la Figura 3 .4 .12  se muestran las concentraciones totales de los a lcoholes  

superiores minoritarios obtenidos en la ferm entación espontánea del m osto  y en cada una 

de las ferm entaciones mixtas. Entre éstas las diferencias apenas superan el 15%, oscilando  

entre 0 .335  mg/1 en M 4 y 0 .388  mg/1 en M 5.

0.45

0.4

0.35

0.3

0.25

0.2

0.15

0.1

0.05

Figura 3.4.12.- Concentraciones totales de los alcoholes superiores 
minoritarios en la ferm entación espontánea y en las ferm entaciones con  cultivos m ixtos de  
levaduras.

Así, el alcohol amílico muestra concentraciones más elevadas en las 

muestras M 2, M 3 y M 4, aquellas en las que lo s inóculos no poseen  la cepa salvaje de  

Saccharomyces cerevisiae. Para el 1-heptanol se obtienen cantidades similares en todas las 

muestras, excepto  en M 4. En el caso  del 1-octanol la situación es m ás compleja: las 

cantidades mayor y m enor se obtienen en M 5 y M 3 respectivam ente, siendo la primera el 

doble de la segunda. En M I y M 2 se obtienen cantidades similares y algo superiores a la 

presente en M 4. La similitud de resultados en M I y  M 2 puede ser debida a la presencia de  

la flora apiculada en porcentajes elevados al inicio del proceso, mientras que las cantidades 

m ayores se obtienen en las muestras con  elevados porcentajes iniciales de Saccharomyces 
cerevisiae. Para el l-m etoxi-2-butanol las diferencias no son muy acusadas, aunque las 

cantidades m ayores se obtienen en M 5. Por últim o, el 1-decanol se obtuvo en cantidades
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más elevadas en las muestras en las que añadieron porcentajes iniciales elevados de 

levaduras del género Saccharomyces.

3 .4 .2 .3 .1 .3 .-  O tros a lcoholes superiores.

El 1-butanol se produce en m ayores cantidades en las muestras inoculadas 

con porcentajes elevados de Saccharomyces cerevisiae, mientras que la presencia de la 

cepa T73 de Saccharomyces bayanus o  de la flora apiculada provoca un ligero descenso  

en su concentración. En cam bio, el 3 -m etiltío-1-propanol se encuentra en cantidades 

superiores en la muestra M 3 y, en m enor medida, en M 5, mientras que en el resto de los  

casos las concentraciones fueron similares.

3 .4 .2 .3 .1 .4  - D iscusión.

En la Figura 3 .4.5 se muestra la com paración de las concentraciones de los  

distintos a lcoholes superiores entre las muestras obtenidas por ferm entación de m osto  

estéril inducida por cultivos m ixtos de levaduras y la que se obtiene por ferm entación  

espontánea del m osto  fresco.
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Figura 3.4.5.- C oncentraciones relativas de los alcoholes superiores producidas en 
la ferm entación de m osto  estéril inducidas por cu ltivos m ixtos de levaduras respecto a la 
ferm entación espontánea (—  ferm entación espontánea; —  M I ,  M 2 ; ----- M 3 ; -------------
M 4 ;----------------M 5).

En conjunto las cantidades totales de los alcoholes superiores m ayoritarios y 

minoritarios son inferiores a las que se obtienen por ferm entación espontánea del m osto,
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pero este  hecho es debido a las cantidades de isobutanol, 2-feniletanol, alcohol am ílico y 1- 

decanol, ya que para el resto de a lcoholes superiores estudiados las cantidades obtenidas 

m ediante los cultivos m ixtos de levaduras son similares o  incluso superiores, destacando  

lo s casos del 1-butanol, l-m etoxi-2-butanol y 1-heptanol.

Cabe destacar que en tod os lo s  casos se obtienen cantidades elevadas de 

alcoholes superiores, aunque se ha consegu ido  rebajar 67 -123  mg/1 respecto  a la 

ferm entación espontánea. Ahora bien, en ningún caso  el d escenso puede ser achacado  

únicam ente a los distintos cultivos m ixtos em pleados, ya que la filtración del m osto  puede 

haber alterado en parte su com posición  inicial por adsorción o  retención de com ponentes  

en las membranas. Sin embargo, sí que parece claro que los cultivos M 2 y M 4 producen  

una m enor cantidad de alcoholes superiores, mientras que la M 3 aporta al m edio una 

cantidad superior de este  tipo de com ponentes.

3 .4 .2 .3 .2  - Á cid os grasos.

En la Figura 3 .4 .13  se muestra la concentración total de ácidos grasos  

producidos en cada una de las ferm entaciones ensayadas, así com o en la ferm entación  

espontánea del m osto. Se puede observar que las cantidades obtenidas en M I y  M 2 son  

superiores al resto y similares a ésta, indicando la importancia del desarrollo de la flora 

apiculada para la síntesis de estos com puestos.
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Figura 3.4.13.- C oncentraciones totales de los ácidos grasos en la 
ferm entación espontánea y en las ferm entaciones con  cultivos m ixtos de levaduras.
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Así en el ácido isobutírico ya se observa este  hecho, aunque la cantidad  

obtenida en M I es similar a la que se presenta en M 4. El ácido isovaleriánico también  

muestra las concentraciones más elevadas en M I y M 2, aunque las concentraciones en M I  

y M 5, ambas inoculadas con la cepa salvaje de Saccharomyces cerevisiae, son similares. 

Para el resto de lo s ácidos orgánicos estudiados no son significativas las diferencias entre 

las muestras.

3 .4 .2 .3 .3 .-Ésteres.

3 .4 .2 .3 .3 .1 -  É steres etílicos.

La Figura 3 .4 .14  m uestra la producción global de ésteres etílicos por parte 

de las distintas ferm entaciones m ixtas ensayadas y por la ferm entación espontánea del 

m osto. C om o se puede observar, aunque todas las m uestras presentan cantidades inferiores 

a la última, las concentraciones m ayores se obtienen en M 3, mientras que M I y  M 5  

(inoculadas con la cepa salvaje de Saccharomyces cerevisiae) muestran cantidades 

similares y las m enores están presentes en las m uestras M 2 y M 4 (inoculadas con  la cepa  

L 2226 de Saccharomyces cerevisiae).

Esp. MI M2 M3 M4 M5

Figura 3.4.14.- Concentraciones totales de los ésteres etílicos en la 
ferm entación espontánea y en las ferm entaciones con  cu ltivos m ixtos de levaduras.

D el conjunto de los ésteres etílicos estudiados no se observan grandes 

diferencias en las concentraciones de isovaleriato de etilo, hexanoato de etilo, lactato de 

etilo, octanoato de etilo, decanoato de etilo, succinato de dietilo, 9 -decenoato  de etilo y
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dodecanoato de etilo entre las distintas ferm entaciones m ixtas ensayadas. C om o se  

observa, no va a haber grandes diferencias entre lo s  cu ltivos m ixtos em pleados respecto a 

la form ación de ésteres etílicos de alto peso  m olecular, siendo similar a la que se obtiene  

por ferm entación espontánea de los vinos. El isobutirato de etilo se produjo en m ayores 

cantidades en las muestras inoculadas con  porcentajes elevados de levaduras apiculadas y  

en M 5, mientras que el butirato de etilo, aunque en bajas concentraciones, presenta  

cantidades m ayores en M I. Por su parte, el 3-hidroxibutirato de etilo  se produce en  

cantidades superiores en las muestras en que está presente la cepa salvaje, mientras que la 

m enor se obtiene en M 3.

3 .4 .2 .3 .3 .2  - A cetatos.

En la figura 3 .4 .15  se muestran las cantidades totales de acetatos sin tener  

en cuenta el acetato de isoam ilo, ya que representa m ás del 99%  de la cantidad total de 

acetatos. Así, mientras que la muestra M 3 es la que mayor concentración de acetato de 

isoam ilo presenta, es la que m enor cantidad del resto de acetatos produce; para el resto de  

acetatos, las concentraciones m ayores se obtienen en las muestras en las que la cepa de 

alto poder ferm entativo mayoritaria es la cepa salvaje de Saccharomyces cerevisiae, de  

m odo que las muestras M I y M 5 producen cantidades similares a las que se obtienen por 

ferm entación espontánea del m osto. Las muestras M 2 y M 4 muestran cantidades 

intermedias y similares en am bos casos. Esta tendencia general se observa en to d o s los  

com ponentes estudiados, siendo más apreciables en el caso  del acetato de 2-fenetilo.

Figura 3.4.15.- Concentraciones totales de los acetatos (excep to  acetato de 
isoam ilo) en la ferm entación espontánea y en las ferm entaciones con cu ltivos m ixtos de  
levaduras.
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3 .4 .2 .3 .3 .3 .-  Ésteres de isoam ilo.

D el resto de ésteres, só lo  se obtuvieron concentraciones significativas de 

hexanoato, octanoato y decaonato de isoam ilo. La concentración de hexanoato de isoam ilo  

osciló  entre los 0 .013  y  0.021 mg/1 producidos en M 2 y M I respectivam ente. Las 

concentraciones producidas en M 3, M 4 y M 5 fueron bastante similares entre sí. El 

octanoato de isoam ilo se obtuvo en concentraciones siempre superiores a las del éster  

anterior. M 3 y  M 5 lo produjeron en concentraciones significativam ente iguales (0 .0 9 -0 .1 0  

mg/1) y M I, M 2 y M 4 entre 0 .0 4 5  y  0 .0 6  mg/1, lo  que supone un estrecho margen de 

concentraciones. Las cantidades halladas de decanoato de isoam ilo fueron del m ism o orden  

en M I, M 3 y  M 5 (0 .0 1 7 -0 .0 1 9  mg/1) y  bastante más bajas en M 2 y  M 4, siendo estas las 

ferm entaciones con  presencia de la cepa L 2226  com o levadura de alto poder ferm entativo  

mayoritaria.

3 .4 .2 .3 .3 .4 .-  D iscusión.

En la Figura 3 .4 .16  se muestra la producción comparada de los ésteres más 

importantes de las distintas ferm entaciones mixtas respecto a la ferm entación espontánea  

del m osto.

1.6 T

1.4

1.2

Ci / C Esp. 0.8

0.4 ■■ 

0.2 -

_o J9 _o o o ¿ -8 ■* -S
|  _ o £  o ,£ oI * |  .11 i  I s o.-g

E E

Figura 3.4.16.- C oncentraciones relativas de los principales ésteres  
producidas en la ferm entación de m osto  estéril inducidas por cultivos m ixtos de levaduras
respecto a la ferm entación espontánea (—  ferm entación espontánea; — M I , ------- M 2 ; ------
M 3 ;------------M 4 ;----------------M 5).
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Del conjunto de los ésteres etílicos considerados, sólo el 3-hidroxibutirato 
de etilo, decanoato de etilo, succinato de dietilo, 9-decenoato de etilo muestran niveles 
similares o superiores a los obtenidos en la fermentación espontánea. Entre ellos destaca el 
caso del lactato de etilo, para el que la cantidad obtenida por fermentación espontánea es 
tres veces superior a la presente en cualquiera de las fermentaciones mixtas ensayadas. En 
el caso de los acetatos se observa que el tipo de flora de alto poder fermentativo que se 
desarrolle va a ser de importancia crucial para la síntesis de estos compuestos. Así, las 
mezclas MI y M5 presentan concentraciones similares o superiores a las presentes en las 
muestras obtenidas por fermentación espontánea; la muestra M3 produce cantidades 
superiores de acetato de isoamilo y las muestras M2 y M4 cantidades inferiores para todos 
los compuestos estudiados.

3.4.2.3.4.- Glicoles.

Tanto para el 2,3-butanodiol como para el 1,2-propanodiol se obtienen 
cantidades similares en todas las muestras ensayadas, siendo en el primer caso inferiores a 
las que se obtienen por fermentación espontánea del mosto, mientras que en el segundo 
son similares.

3.4.2.3.5-Otros compuestos.

La mayor cantidad de y-butirolactona se detectó en la fermentación mixta 
M3, aunque en un valor muy cercano al hallado en M5. Las concentraciones halladas en 
M2 y M4 fueron las más bajas. La (5-ionona se produjo en concentraciones que variaron 
entre los 0.36 mg/L en M4 y los 0.5 mg/1 en MI, siendo las concentraciones halladas en 
M2, M3 y M5 significativamente similares.

3.4.2.4.- Discusión.

Se puede observar que la dinámica de consumo de azúcares de la 
fermentación espontánea es muy similar a la producida por la fermentación mixta MI 
(Figura 3.4.10). Este hecho es lógico teniendo en cuenta que las cantidades iniciales de 
levaduras de MI son las que habitualmente se encuentran en los mostos naturales. En M2 
las cantidades son las mismas, pero no se produjo una dinámica de fermentación similar a 
la espontánea debido a que contaba con una cepa foránea, la L2226, presentando la 
problemática de adaptación previamente descrita.
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La diferencia fundamental que separa a la fermentación espontánea y MI 
del resto de fermentaciones es la rapidez de comienzo. MI es la única que no presenta 
periodo de latencia y tiene un rápido comienzo, el resto de fermentaciones mixtas 
presentaron un periodo de latencia más o menos acusado. Si observamos las dinámicas 
poblacionales de todas ellas vemos como en MI el crecimiento de todas las especies 
levaduriformes es más rápido que en el resto.

La similitud de los resultados obtenidos en la fermentación espontánea del 
mosto y los que proporcionan los mostos inoculados con la muestra MI, así cómo la más o 
menos amplia divergencia mostrada por el resto de cultivos mixtos ensayados nos lleva a 
proponer la conveniencia de, en los casos en que sea necesario y para mostos como el 
empleado en el presente trabajo, efectuar inoculaciones con cultivos mixtos de levaduras 
autóctonas y no, como viene siendo habitual, añadir indiscriminadamente levaduras secas 
activas seleccionadas, ya que, además de presentar una fase de latencia al inicio de la 
fermentación, justamente cuando las condiciones del mosto no impiden el crecimiento de 
flora microbiana no deseable, muestran un menor desarrollo de la flora levaduriforme y, 
consecuentemente, un consumo más lento de los azúcares del mosto.

En cuanto a la fracción volátil se observa que, aunque siempre inferiores a 
la fermentación espontánea, los valores superiores se obtienen en las muestras MI, M3 y 
M5, es decir, aquellas en las que no interviene la cepa L2226, probablemente debido a su 
dificultad de adaptación a este tipo de mostos. De igual modo, esta puede ser la 
explicación de la similitud de los distintos indicadores que se obtenían entre la 
fermentación espontánea del mosto y las fermentaciones de mosto fresco inoculado con la 
cepa L2226 de Saccharomyces cerevisiae.

Un comportamiento semejante se observa en cuanto al contenido en ésteres 
totales y ésteres etílicos de más de 6 átomos de carbono. En la Tabla 3.4.7 se muestran las 
relaciones A/C y B/C para cada cultivo mixto y para la fermentación espontánea. Para la 
relación A/C se obtiene los índices mayores para M3 y los menores para M4, básicamente 
influido por el contenido en acetato de isoamilo; para el resto de muestras se obtienen 
cantidades similares. En cambio, para la relación B/C las cantidades mayores se obtienen 
en las muestras que contienen la cepa L2226, pero hay que tener en cuenta que estas 
muestras son las que presentan un menor contenido en productos volátiles lo cual, unido a 
las dificultades de adaptación que presenta, no la hace muy apropiada para emplear como 
inoculo para este tipo de mostos. Para el resto de muestras se obtienen valores similares y 
superiores a los que se presentan por fermentación espontánea, lo cual, unido a las
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cinéticas de ferm entación y producción de a lcoholes superiores, hace que sean más 

apropiados los cultivos m ixtos M I (m uy similar a las condiciones m icrobiológicas iniciales 

del m osto) y  M 5 (form ado únicam ente por levaduras aisladas a partir del m osto  objeto de 

estudio), aunque con  el M 3 se consigue una mejora apreciable para la mayoría de los  

indicadores em pleados.

Espontánea M I M 2 M 3 M 4 M 5

A/C 0.058 0 .062 0.063 0 .0 6 7 0 .048 0 .062

B/C 5.02E -3 5.86E -3 6 .21E -3 5.95E -3 6 .27E -3 6.04E -3

Tabla 3.4.7.- Relación entre el contenido en ésteres totales (A ) y ésteres etílicos de 
alto peso m olecular (B ) respecto al de a lcoholes superiores (C ) para las ferm entaciones de 
m osto estéril inducidas con cultivos m ixtos de levaduras y la ferm entación espontánea.

3 .4 .3 .-  D iscusión.

Las ferm entaciones inducidas con cultivos puros de las levaduras dejaron en 

general una mayor cantidad de azúcares residuales que las ferm entaciones inducidas con  

cultivos m ixtos. U nicam ente la ferm entación mixta M 3 dejó una cantidad de azúcares 

residuales del orden del dejado en las ferm entaciones en pureza. E ste  hecho se puede  

explicar si tenem os en cuenta que en dicha ferm entación la cepa T73 se encuentra 

fermentando en pureza desde el cuarto día, por tanto puede darse un com portam iento  

similar al de la muestra fermentada exclusivam ente por la citada cepa.

Esta mayor capacidad de consum o de azúcares por las ferm entaciones inducidas 

con cultivos m ixtos de levaduras de alto y  bajo poder ferm entativo puede deberse al 

desarrollo inicial de la flora apiculada que se produce en tod os lo s casos, aunque se  

encuentren en minoría inicial. E sta flora com enzaría la ferm entación y facilitarían un más 

rápido desarrollo de la flora de alto poder fermentativo.

En cuanto a la fracción volátil, en primer lugar, hay que hacer notar que en las 

experiencias realizadas con m osto  estéril se han detectado un m enor número de 

com ponentes que en las experiencias con m osto  fresco; esto  puede ser debido a que para la 

mayoría de los com puestos se obtiene concentraciones inferiores, lo  que puede originar
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que algunos componentes se encuentren presentes en cantidades muy pequeñas y no den 
lugar a una señal diferenciable del ruido de fondo del detector.

El hecho de tener concentraciones inferiores en las experiencias con mosto estéril 
nos indica que en el proceso de filtración realizado para eliminar la población microbiana 
del mosto hemos perdido parte de los componentes del mosto, probablemente retenidos 
por los filtros, hecho que afecta, más que al transcurso en sí de la fermentación, a la 
producción de metabolitos secundarios, dentro de los cuales se incluyen los componentes 
de la fracción volátil del vino.

No obstante, comparando todas las muestras obtenidas por fermentación inducida 
de mosto estéril, se observa que para casi todos los componentes (excepto para el alcohol 
amílico) se encuentran concentraciones superiores en las muestras inoculadas con cultivos 
mixtos de levaduras, indicando que la presencia de la flora apiculada al inicio de la 
fermentación favorece, de alguna manera, la síntesis de estas sustancias aunque estas 
levaduras, por sí solas, forman cantidades mucho menores que las levaduras de alto poder 
fermentativo.

En la Figura 3.4.17 se muestra el resultado del análisis de agrupamiento de los 
datos obtenidos con la fermentación inducida de mosto estéril, tanto con cultivos puros 
como con cultivos mixtos, y de los obtenidos por fermentación espontánea del mosto. 
Como se puede observar, destaca el hecho de que las muestras obtenidas por inoculación 
de levaduras de bajo poder fermentativo se agrupan muy cerca entre sí y a gran distancia 
del resto de las muestras. Para el resto de muestras se pueden hacer tres grupos; en uno de 
ellos se incluirían las muestras obtenidas por inoculación de mosto estéril con cepas de 
Saccharomyces cerevisiae, en otro aquellas a las que se añaden cultivos mixtos que 
incluyen como cepa de alto poder fermentativo mayoritaria a la cepa autóctona de 
Saccharomyces cerevisiae, y en el último estarían agrupadas las muestras M2, M3 y M4, 
junto con el inoculo que contiene solo la cepa T73 de Saccharomyces bayanus. Estos 
resultados nos indican la importancia, más que de la cepa empleada, de la especie con que 
se realice la fermentación, indicando, además, que van a ser las levaduras de alto poder 
fermentativo las que formen mayoritariamente los compuestos volátiles que van a estar 
presentes en el producto final.
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Figura 3.4.17.- Análisis de agolpam iento de las muestras obtenidas por 
ferm entación inducida de m osto estéril y por ferm entación espontánea del m osto.

N o  obstante, cabe destacar que el agolpam iento con la muestra obtenida por 

ferm entación espontánea del m osto  no es en ningún caso próxima, aunque sí que se  

encuentra a más distancia de las muestras obtenidas por inoculación de las levaduras de 

bajo poder fermentativo. Ahora bien, esta amplia divergencia no puede ser atribuible en su 

totalidad a las levaduras em pleadas ya que, com o hem os visto, la esterilización del m osto  

por filtración parece haber alterado la com posición  del m osto.

Si observam os la form ación total de a lcoholes superiores (Figura 3 .4 .18 ). Se  

observa que la form ación de a lcoholes superiores en las muestras obtenidas con  el em pleo  

de cultivos m ixtos es superior, correspondiendo, aproxim adam ente a la suma de las 

contribuciones de cada una de las levaduras que se van a desarrollar, y siempre inferiores a 

las que se obtienen por ferm entación espontánea del m osto , con lo  cual parece que hem os 

encontrado una form a de minimizar la problem ática que en este sentido planteaba la 

fermentación tradicional de los m ostos em pleados.
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Figura 3.4.18.- Com paración del contenido en alcoholes superiores entre todas las 

experiencias realizadas con m osto  estéril y la ferm entación espontánea.

En la Figura 3 .4 .1 9  se observa la com paración del índice A /C  entre todas las 

experiencias realizadas con  m osto  estéril y  la ferm entación espontánea.
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0.060
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0.040
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Tabla 3.4.19.- Com paración del índice A /C  entre todas las experiencias realizadas 

con  m osto estéril (barra) y la ferm entación espontánea (línea).
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C om o se puede observar, para todas las ferm entaciones inducidas con  cultivos 

puros de levaduras y M 4 se obtienen cantidades m enores que en la ferm entación  

espontánea del m osto, mientras que con el em pleo de cultivos iniciadores m ixtos (con  la 

excepción  m encionada) los valores son superiores. D e  este  hecho se puede concluir la 

importancia que tienen las levaduras de bajo poder ferm entativo, mayoritarias en las etapas 

iniciales de la ferm entación, en el contenido relativo de ésteres del m osto  ya que, más que 

aportar ellas m ismas cantidades elevadas de este tipo de com ponentes, parece que su 

presencia origina en el m edio unas condiciones tales que favorecen la síntesis de este  tipo  

de sustancias por parte de las levaduras de alto poder ferm entativo. E ste  hecho es más 

significativo si tenem os en cuenta que estas m uestras presentan un contenido m ás elevado  

de alcoholes superiores.

En la Figura 3 .4 .2 0  observam os la com paración del índice B /C  entre las distintas 

m uestras obtenidas por ferm entación de m osto  estéril y  por ferm entación espontánea.

8E-3 T 
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5E-3 

B/C 4E-3 
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2E-3 

1E-3 

0E3

Figura 3.4.20.- Com paración del índice B /C  entre las distintas m uestras obtenidas 

por ferm entación de m osto estéril y por ferm entación espontánea.
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Como se ve, no existen grandes diferencias entre las distintas muestras obtenidas, 
aunque destaca aquella inoculada con un cultivo puro de Hanseniaspora uvarum. No 
obstante, en todos los casos se obtienen valores superiores a los que presentan las muestras 
obtenidas por fermentación espontánea, por lo que cabe concluir que por fermentación 
inducida de mosto estéril se van a obtener vinos que presentarán unos rasgos afrutados 
superiores a aquellos que se obtienen de un modo tradicional.

A la vista de los resultados obtenidos se puede concluir que por fermentación 
inducida de mosto estéril se van a obtener vinos con un menor contenido en alcoholes 
superiores y un carácter afrutado más marcado que por fermentación espontánea de 
mostos de la variedad Monastrell de la D.O Jumilla. Aunque con un aporte de los diversos 
componentes muy reducido, las levaduras de bajo poder fermentativo juegan un importante 
papel a la hora de potenciar la síntesis de ésteres, por lo que el empleo de cultivos mixtos 
es más apropiado que la fermentación en pureza con una sola especie de levadura. De entre 
las levaduras empleadas, los resultados más satisfactorios se obtienen con el empleo de 
cultivos mixtos formados con levaduras autóctonas que, por selección natural, serán las 
más adaptadas a las condiciones que presenta el mosto. No obstante, el empleo de la 
levadura seleccionada T73 {Saccharomyces bayanus), aislada de una región próxima, en la 
composición de cultivos mixtos proporciona resultados satisfactorios a excepción de una 
etapa de latencia inicial en la degradación de azúcares.
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1.- La adición de levaduras foráneas seleccionadas al mosto, bien por inoculación 
del mosto fresco, bien por formar parte mayoritaria del inoculo empleado en mostos 
estériles, provoca una fase de latencia inicial en la degradación de los azúcares del medio. 
En todos los casos, la cantidad de azúcares residuales al final de la fermentación es muy 
elevada, como corresponde a mostos con un contenido tan elevado de estas sustancias al 
inicio del proceso, destacando el caso de mostos frescos inoculados con levadura de 
panadería.

2.- Los alcoholes C6, acetato de hexilo, terpenos, alcohol bencílico y benzaldehído 

se encuentran presentes en el mosto fresco y muestran concentraciones prácticamente 
constantes a lo largo del tiempo durante la fermentación; 4,5-dimetil-2-pentadecil-l,3- 
dioxolano y ácido hexanóico, aunque sufren significativos incrementos de su concentración 
a lo largo de la fermentación, ya se encuentran presentes en cantidades apreciables en el 
mosto, por lo que también pueden ser considerados como integrantes de la fracción volátil 
de mostos de la cv Monastrell.

3.- El estudio del contenido final de azúcares reductores, el contenido en alcoholes 
superiores y la importancia, frente a éstos, de los ésteres totales y ésteres etílicos de alto 
peso molecular se pueden emplear como índices que nos permitan discriminar entra las 
diferentes muestras.

4.- Por fermentación espontánea del mosto se obtienen productos que muestran un 
contenido más elevado de acetato de etilo, lactato de etilo y acetato de 2-fenetilo. En 
cambio, las cantidades de ácido hexanoico y las de ácido octanoico, excepto para las 
muestras inoculadas con la levadura de panadería, son independientes del hecho de realizar 
el aporte de levaduras seleccionadas.

4.- .La inoculación de mostos frescos con levaduras seleccionadas provoca un 
incremento en la concentración global de alcoholes superiores del producto final respecto a 
la fermentación espontánea, siendo muy acusado para el 1 -propanol y el alcohol amílico. 
Este aumento es tanto mayor cuanto más elevado es el inoculo efectuado y más acusado 
cuando se emplean las cepas V y de panadería de Saccharomyces cerevisiae. Sin embargo, 
alcoholes como isobutanol y 3-metiltío-1-propanol escapan a esta observación, 
obteniéndose las cantidades mayores por fermentación espontánea del mosto.
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5.- Por la inoculación de mostos frescos se obtienen productos con una menor 
carga de ésteres etílicos de elevado peso molecular, hechos tanto más evidentes cuanto 
más elevado es el inoculo empleado.

6.- La similitud de resultados obtenidos entre la fermentación espontánea del mosto 
y las muestras de mosto fresco inoculadas con la cepa L2226 de Saccharomyces cerevisiae 
es debida a la dificultad que ésta presenta para desarrollarse en este tipo de mostos. De 
igual modo, parece aconsejable el empleo de la capa V de Saccharomyces cerevisiae dado 
el elevado contenido en alcoholes superiores que presenta el producto final. Este hecho, 
además del elevado contenido final de azúcar son las características desfavorables que 
presentan las muestras de mosto fresco inoculadas con la levadura de panadería.

7.- Las experiencias realizadas con mosto estéril conducen a la obtención de 
productos con un contenido más bajo de alcoholes superiores y mayor importancia relativa 
de los ésteres etílicos de alto peso molecular. El proceso de filtración provoca cambios en 
la composición inicial del mosto, pudiendo justificar este hecho las diferencias encontradas.

8.- La formación de la fracción volátil a lo largo de la fermentación va a estar 
determinada principalmente por la naturaleza de los integrantes de la población 
levaduriforme que se va a desarrollar en el mosto y no por la concentración en que se 
hallan presente cada uno de sus integrantes.

9.- El empleo de cultivos iniciadores mixtos proporciona resultados más favorables 
que las fermentaciones realizadas en pureza por una sola especie de levadura. Así, el 
desarrollo de la flora apiculada, además de significar un menor contenido final en 
azúcares, provoca una mayor carga relativa de ésteres en el vino; como estas levaduras son 
incapaces de justificar por sí mismas este incremento, cabe pensar que su proliferación en 
las etapas iniciales de la fermentación va a crear las condiciones adecuadas para la síntesis 
de estos componentes

10.- El empleo de cultivos iniciadores mixtos formados por levaduras autóctonas 
conduce a la obtención de productos en los que se obtienen los índices más favorables; no 
obstante, el empleo de la cepa T73 de Saccharomyces hayanus (aisladas de una región 
próxima a la D.O.Jumilla) también conduce a la obtención de resultados satisfactorios. 
Este hecho nos lleva a concluir que parece conveniente fomentar el estudio de las 
microflora autóctonas de cada región vitivinícola con vistas a obtener inóculos que 
permitan al enólogo superar con éxito los problemas que se presentan en las diferentes
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campañas sin que ello conlleve una alteración drástica de las características propias de los 
vinos de cada región.
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