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JUSTIFICACIO I OBJECTIUS

La fermentacid alcoholica, com a principal procés metabolic de la vinificacid, té
un especial interés per a les empreses vitivinicoles. Nombrosos factors, com son ara la
varietat vinifera, el conreu de la vinya, la higiene de la verema, el processat d’aquesta,
I’s d’un inocul 1 d’adjuvants concrets, i la temperatura de fermentacid tenen una clara
incidéncia en el correcte desenvolupament de la fermentacio alcoholica que beneficia la

qualitat final del vi.

En aquest sentit, 1’empresa vitivinicola Miguel Torres, S.A. va iniciar contactes
amb el grup de recerca, dirigit pel Dr. Albert Mas i Bardn, del Departament de
Bioquimica i1 Biotecnologia de la Universitat Rovira i Virgili. Dits contactes es van
traduir en el finangament del present treball a través d’un contracte d’investigacio
CDTI. El desenvolupament del treball es va realitzar integrament als laboratoris de
recerca i del celler experimental de la Facultat d’Enologia de Tarragona, sota la direccio
del mateix Dr. Albert Mas i Baron i de la Dra. Magdalena Constanti i Garriga. Aixi
mateix, aquest treball va estar financat també en part pel projecte de recerca
“Caracterizacion de microorganismos y plantas: Aplicacion de técnicas de Biologia

Molecular a la Viticultura y Enologia (ALI96-0497)”.

Durant el desenvolupament del treball va existir una comunicacio i col-laboracio
fluida amb I’empresa Miguel Torres, S.A., a través del seu equip d’investigacid i
desenvolupament (I+D) de la unitat d’enologia, encapcalat pel Dr. Raiil Bobet.
D’aquesta manera es discutien els resultats fruit dels experiment realitzats i se’n

plantejaven de nous.

L’esmentat equip d’I+D observaren al llarg de diferents campanyes vitivinicoles
que mostos de certes varietats viniferes independentment del terrer i de les practiques de
conreu del vinyer presentaven de manera reincident problemes de fermentabilitat, ja

fossin aturades o alentiments.

Els llevats, responsables de la fermentacié alcoholica del most, necessiten uns

requeriments per poder desenvolupar-se i dur a terme la fermentaci6. Un d’aquests
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requeriments, que es poden trobar en quantitats limitants sén els compostos nitrogenats

metabolitzables per al llevat en condicions de vinificacio.

Per una altra banda, I’afany de I’empresa per oferir un producte més apreciat per
al consumidor fa que s’hi introdueixin noves técniques d’elaboracidé. Una d’aquestes
tecnologies son les fermentacions a baixes temperatures en 1’elaboracié de vi blanc 1
rosat. Les esmentades practiques poden comprometre el correcte funcionament de la

fermentacid alcoholica.

Una serie de mesures es poden contemplar per a resoldre problemes en la
fermentabilitat dels mostos o millorar les fermentacions en les condicions a dalt
esmentades. Aixi doncs, s’addicionen al most diferents mescles de compostos existents
en el mercat per compensar mancances nutritives per als llevats, amb eficacies i preus
dissemblants. Aixi mateix, no tots els llevats comercials tenen la mateixa eficacia
fermentativa per a unes condicions de vinificacid concretes, i es suggereix que la
manera de preparacio dels inoculs tenen una clara incidéncia en desenvolupament del

llevat i de la fermentacio.
Per a Dl’estudi de tots aquests aspectes de la fermentacid alcoholica amb

implicacions importants en el sector industrial de vinificacid es fixaren els segiients

objectius:

1) Caracteritzacid de les fermentacions a baixes temperatures de varietats de

mostos amb fermentabilitat compromesa.

2°") Interrelaci6 dels adjuvants nutritius i llevats en el desenvolupament de la

fermentacid alcoholica a baixa temperatura.

3%") Pre-adaptacio a la temperatura de fermentacié alcoholica dels llevats vinics.



INTRODUCCIO






Introduccio

INTRODUCCIO

1 Aspectes metabolics de la fermentacio

L’elaboraci6 del vi comporta la transformacié del most o suc de raim per 1’activitat
metabolica dels llevats (Saccharomyces cerevisiae) que s’hi desenvolupen. El principal
procés metabolic desenvolupat és la fermentacié alcoholica (FAL), la qual cosa implica
la transformacio6 de les hexoses del most en etanol (C;HsOH) i dioxid de carboni (CO,)

que dona caracter vinds (alcohol i color) a aquesta beguda mil-lenaria.

Al raim que arriba al celler se li poden donar dues destinacions, segons la técnica de
vinificacio: vinificacid en negre o vinificacido en blanc o en verge. En el primer cas,
s’obté una pasta de la verema derrapada o no. Aquesta pasta fermenta en tines i es
produeix una extraccid de substancies colorades i astringents de les parts solides (brisa)
a la part liquida, afavorida per I’augment d’alcohol. Una vegada que es considera que la
part liquida és prou colorada i el contingut de sucres prou baix, es separa de la part
solida, que forma un barret per damunt, i mares al fons, 1 s’obté el “vi de sangrat”. La
part solida, brisa xopa de most fermentat, es premsa i s’obté el “vi de premsa”. Segons
el temps que es deixa en contacte la brisa amb el liquid (maceracid) es produeixen

clarets, rosats i negres, de menys a més temps, respectivament.

En canvi, a la vinificacio en blanc, es separa en un primer moment la part liquida de
la part solida, per premsada de la verema derrapada 1 posterior desfangament,
sedimentacié de particules solides de la premsada. El most net resultant es traspassa a
una tina per a que fermenti. Al final de la fermentacio, es separa el vi de les mares del

fons de la tina.

La FAL és una ruta catabolica alternativa a la fermentacié homolactica, via que
duen a terme molts bacteris i cel-lules de gran part dels animals superiors 1 vegetals;
d’obtenci6 d’energia i produccié d’etanol 1 CO,, caracteristics de molts llevats. La ruta
segueix la via d’Embden-Meyerhof, i el piruvat resultant es descarboxila a acetald¢hid i
CO; mitjancant I’enzim piruvat-descarboxilasa i el cofactor pirofosfat de tiamina.
Finalment, D’acetalde¢hid ¢s reduit a etanol per I’enzim alcohol-deshidrogenasa i

I’aportaci6 de potencial de reduccié de NADH + H' . D’aquesta manera es recupera
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potencial d’oxidaci6 consumit en etapes anteriors. L’equacio global de la ruta es pot
descriure de la segiient manera:

Sucre-Hexosa + 2P; + 2ADP—» 2 Etanol +2 CO, + 2ATP + 2H,0

Una via alternativa per reoxidar el NADH, i per tant per mantidre el balang redox, és
la formaci6 de glicerol, a partir d’un intermediari de la glucolisi, fosfat de
dihidroxiacetona. El glicerol és un dels productes més importants en termes quantitatius

de la fermentaci6 alcoholica després del etanol i dioxid de carboni.

La cinética fermentativa (consum de sucre/temps) segueix una cingctica paral-lela a la
corba de creixement dels llevats, de forma sigmodea, amb una fase de laténcia,

exponencial i estacionaria (Giovanelli i col., 1995).

L’eficiéncia del procés en situacions industrials, amb 1’objectiu de produir alcohol
amb substrats no ideals (subproductes d’altres industries) es situa a un 90 % del
rendiment tedric GL (de Gay Lussac). A la Taula 1, es descriu en les concentracions de
producte per 100 g de glucosa fermentada en un procés de produccié d’etanol que

utilitza llevats (Bu’lock i Kristiansen, 1991)

Taula 1. Rendiment de la fermentacio6 alcoholica (Bu’lock i Kristiansen, 1991).

Producte Variacio de la concentracio (g per 100 g de
glucosa fermentada)

Etanol 45-49

Anhidrid carbonic 43-47

Glicerol 2-5

Succinat 0,5-1,5

Alcohol superiors 0,2-0,6

Acetat 0-1,4

Butilenglicol 0,2-0,6

Material cel.lular 0,7-1,7

La fermentacio alcoholica com a ruta catabolica d’obtencid d’energia és menys
eficient que la respiracio, car no es completa 1’oxidacié del substrat . Per compensar la
manca d’eficiencia de la fermentacid, les cel-lules responen augmentant el flux
glucolitic. Encara aixi, els llevats que s6n microorganismes anaerobics facultatius,
fermenten el most en les condicions inicials, en les quals la tensié d’oxigen és prou

elevada per respirar les hexoses. L’elevada quantitat de sucres dels mostos fa que els
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llevats (S. cerevisiae) fermentin i no respirin, malgrat la preséncia d’oxigen (efecte
Crabtree). Iniciada la fermentacio, la tensio de CO, ¢és prou elevada per a que la

vinificacio transcorri en condicions anaerobiques (Walker, 1998).

A la Taula 2, es representen els constituents tant del most com del vi. En el cas
del most, els constituents provenen principalment de la polpa, la qual representa entre
un 83 i un 91 % del conjunt de la baia de raim, segons la varietat vinifera (Cabanis 1
col., 1998). A partir del most, la fermentacio alcoholica que condueix al vi modificant la
composicid inicial per la desaparicio dels sucres, glucosa i fructosa, i formacio6
d’alcohols juntament de productes secundaris com polialcohols, especialment el
glicerol, diferents acids organics i gran varietat de components volatils constituents de
I’aroma. La composicid del vi en definitiva resultar ser més complexa que la del most, i
el nombre de components s’eleva a varis centenars, dels quals molts es troben en

quantitats infimes.

Taula 2. Composicié del most i del vi (g/L) (Cabanis i col. 1998).

Most Vi
Aigua 700-850 750-900
Sucres 140-250 0,1-2
Polisacarids 3-5 2-4
Alcohols - 69-121
Polialcohols - 5-20
Acids organics 9-27 3-20
Polifenols 0,5 2-6
Compostos nitrogenats 4-7 3-6
Minerals 0,8-2,8 0,6-2,5
Vitamines 0,25-0,8 0,2-0,7

1.a Metabolisme nitrogenat
1.a.1 Components nitrogenats al most i vi: factors que els

condicionen

El desenvolupament de la FAL ve determinada en gran mesura per les
caracteristiques de la materia primera, el most. Deixant de banda les aportacions
aromatiques dites varietals que caracteritzen un tipus de vi, la varietat vinifera d’on
prové el most t¢ una gran incidéncia sobre la seva fermentabilitat, entenent com a

fermentabilitat, la facilitat de consum dels sucres del most per part dels llevats
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mitjangant un procés fermentatiu. Dubois 1 col., (1996), senyalen que les cinétiques de
fermentacid (corbes de progressio de la FAL al llarg del temps) varien de forma
important entre les varietats de raim. Aixi mateix detecten que la campanya, any
productiu caracteritzat per condicions meteorologiques concretes i diferents a un altre
any, t¢ una incidéncia en la velocitat maxima fermentativa, i que el grau de maduracid

del raim fa canviar drasticament les cinétiques en els finals de fermentacio.

Problemes fermentatius, ja siguin aturades o endarreriments en el procés van
associades a algunes varietats en particular, que s’expliquen en part pel baix contingut
en nitrogen dels mostos produits (Monk i col., 1987). Aquestes diferéncies varietals
afecten per tant al creixement dels llevats i la velocitat de fermentaci6. La Taula 3 ens
mostra aquesta dependéncia de la varietat i el contingut de nitrogen assimilable pels
llevats, es dir nitrogen que el llevat pot incorporar a les seves rutes metaboliques, 1 aixi
com certes varietats tenen continguts mitjos per sota del valor de 140 mg/l, considerat
com la minima concentraci6 de nitrogen necessaria per a portar a terme la FAL. Per una
altra banda, els mostos de Riesling i Chardonnay, dels quals es t¢ una amplia mostra, a
part de tenir una mitjana propera del minim necessari de nitrogen, presenten una gran
variabilitat, indicant que molts mostos d’aquestes varietats estarien per sota del minim.
Son coneguts els problemes de fermentabilitat d’aquestes varietats (Ingledew 1 Kunkee
1985, Allen Auld 1988). Els atacs de podridures al raim, com la de Botrytis cinerea fan
minvar encara més els continguts de nutrients, aixi mateix que processos pre-

fermentatius com el desfangament (Sponholz, 1991).

Els mostos de varietats negres també tenen un baix contingut en nitrogen
assimilable encara que menys variable que els mostos de Riesling. Endarreriments i
aturades de fermentacions no son habituals en mostos provinents d’aquestes varietats.
El procediment de la vinificacid en negre implica més contacte amb 1’aire i més
preséncia de solids, factors que augmentarien el creixement i supervivencia dels llevats
(Lafon-Lafourcade i col., 1979). L’aire aportaria oxigen necessari per a la sintesi
d’esterols 1 acids grassos insaturats, components necessaris de les membranes dels
llevats. Els solids en suspensid, per la seva banda, aportarien nutrients pels llevats, i
actuarien com nuclis de formaci6 de les bombolles de CO,, les quals escaparien a
I’atmosfera quan arriben a una grandaria determinada, disminuint 1’efecte inhibitori

d’aquest producte metabolic en el creixement dels llevats (Thomas i col., 1994).

10
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Taula 3. Contingut en nitrogen (mg N/1) de mostos.

Varietat n°® de mostres Mitjana Desviaci6 estandard
Riesling(1) 48 146 149
Cabernet sauvignon(i) 9 159 50
Shirah() 21 179 63
Pinot Noir() 36 182 81
Chardonnay 1) 66 222 100
Traminer() 15 279 137
Sauvignon Blanc(1) 8 339 168
Garnatxa negra() 2 98,5 3,5
Cinsaulte) 1 189 -
Aramon(2) 1 119 -
Chasselas(2) 1 138 -
Bourboulenc(2) 1 &4 -
Terret Bourret2) 1 123 -
Merlot) 1 160 -
Aurore(3) 1 660 -
Catawba(3) 1 380 -
Concord) 1 330 -
Niagarag) 1 220 -
Elvira@) 1 230 -
Ravat) 1 550 -
Seyval3) 1 300 -
Vidal@s) 1 320 -
Baco Noirg) 1 410 -
Chancellor@3) 1 440 -
Mostos blancs«) 50 365 128
Mostos negres(4) 43 418 126

(1) Jiranek i col (1993); (2) J.M. Sablayrolles i col. (1996); (3) Sponholz (1991); (4) Caceres i col.
(1987).

La planta absorbeix el nitrogen en forma de nitrats i sals amoniacals a nivell de
les arrels. Els nitrats son reduits per via enzimatica per donar cations amoni, els quals
son el punt de partida de la biosintesi dels aminoacids que son forma no toxica de
vehicle del nitrogen als organs aeris de la planta. (Wermelinger, 1991; Sponholz,

1991).

Si bé la concentracid de nitrogen total de la polpa del raim augmenta a llarg de la
maduracid, ja sigui per doblar o triplicar el contingut inicial, el contingut de nitrogen
amoniacal 1 en general el del nitrogen assimilable pels llevats es manté constant o

disminueix degut a la sintesi proteica iniciada al verolament (Feuillat i col., 1998). Els

11
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anys secs 1 calids donen, en general en zones viticoles meridionals, mostos mancats en

nitrogen assimilable (Sponholz, 1991).

Els principals components nitrogenats (Taula 4) que trobem als mostos
provinents basicament de la polpa del raim sén els segiients: amoni (NH4"), nitrats,
aminoacids, proteina, polipeptids, nucleotids, amines bidgenes 1 vitamines. Només els
aminoacids i1 I’amoni es poden considerar com quantitativament importants en
I’aportacié de nitrogen per la sintesi de proteines estructurals i funcionals, que fan
augmentar la biomassa dels llevats (creixement) i la produccié d’enzims i transportadors
de metabolits que intervenen en els canvis bioquimics al llarg de la fermentacid
alcoholica. Les vitamines per la seva banda estimularien el creixement i la fermentacio

per altres mecanismes.

Taula 4. Components nitrogenats del most (Aerny, 1996; Feuillat, 1998).

Massa molecular Valors bibliografia
Nitrogen total 14 0,2a1,7 g/
Nitrogen mineral
Amoni NHy" 18 3210 %
Nitrat NO5” 62 <0,3%
Nitrogen organic
Proteines >10.000 2 a5 % del nitrogen total
Polipéptids <10.000 10 a 30 % del nitrogen total
Aminoacids 100-200 60 a 80 % del nitrogen total
Amines biogenes 30-200 <25%
Nucleotids <13 %
Vitamines
Nitrogen assimilable
(aminoacids+amoni) 60 a 70% del nitrogen total

l.a.1.1 Aminoacids
El contingut d’aminoacids als mostos representa entre 60 % 1 80 % del nitrogen

total (Aerny, 1998).

Els primers estudis ja revelaven que els mostos contenien la vintena
d’aminoacids del regne vegetal (Luthi i Vetsch, 1952, Carles i1 col., 1958; Lafon-
Lafourcade 1 Peynaud, 1959; Jaulmes 1 col., 1963; Flanzy i col., 1964; Tercelj, 1965;

Kliewer, 1968), els quals arriben a totalitzar una concentraci6é entre 700 mg/l i 8.000
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mg/l (Ough 1 Amerine, 1988; Bisson, 1991; Huang i. Ough, 1991; Dizy i Polo, 1996;
Spayd 1 Bagge, 1996; Herndndez, 1998; Canabis i col., 1998; Guitart i col, 1999). Els
dos aminoacids més abundants son la prolina i I’arginina independentment de la varietat
i I’origen geografic. Aquest dos aminoacids tenen com a precursor comu 1’acid glutamic
que juntament amb 1’a—alanina son els seguidament més abundants (Ough i Amerine,
1988; Canabis i col.,1998; Feuillat i col., 1998). El contingut de prolina augmenta a
mesura que va madurant el raim ( Ough, 1968; Kliewer, 1970). En canvi, I’augment o la
disminuci6 en contingut d’arginina ¢és independent al grau de maduracid, i és determinat
per la varietat vinifera (Kliewer, 1970). Els anys calids donen lloc normalment a

continguts de prolina als mostos més elevats que els anys més freds. (Winkler, 1987).

Huang i Ough, 1991, estudien mostos de dues arees de California (Napa Valley 1
Carneros) arribant a la conclusid6 que els perfils d’aminoacids varien molt entre
varietats, especialment, els majoritaris, i es conserven els patrons d’aminoacids per una
varietat i terrer determinats en diferents campanyes. Suggereixen la possible relacio
entre varietat i quocient entre prolina i arginina, reflectint diferéncies genétiques entre
varietats. Sauvage i col.,, 1993 confirmen aquestes conclusions amb 21 varietats
plantades en una mateixa parcel-la, al sud de Franca. A més, associen nivells d’activitats
enzimatiques, (MDH, malat deshidrogenasa; GOT, glutamat oxaloacetat transaminasa;
GPT, glutamat piruvat trasaminasa; EM, enzim malic; ADH, alcohol deshidrogenasa),
algunes implicades en la sintesi d’aminoacids, a certes varietats. Per una altra banda,
Spayd i Adersen-Bagge, 1996, fent el mateix tipus d’estudi a ’estat de Washington per
a les mateixes campanyes troben que per les varietats comuns estudiades, només el
quocient prolina:arginina de la varietat Cabernet Sauvignon de Washington és similar al
quocient prolina:arginina de la mateixa a California. La gran variacié entre campanyes
del contingut d’arginina impossibilita I’agrupacié de les varietats segons el quocient
prolina:arginina per la zona de Washington. Diferéncies en el conreu de la vinya,
sobretot en 1’aportacid de fertilitzant nitrogenat, d’aquestes dues zones vitivinicoles

podrien explicar aquesta disparitat.

Un aminoacid bastant especific del raim és 1’acid y-aminobutiric, identificat per
varis autors (Feuillat, 1974; Caceres i col., 1987; Monteiro i Bisson, 1991a; Dizy i Polo,
1996, Hernandez Orte i col, 1997; Guitart, 1999). La seva concentracié augmenta,

sobretot, com a conseqiliencia del metabolisme anaerobic de la baia, provocat per
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I’estres termic en el periode estival (Feuillat, 1998), 1 per tant associat a la induccio de
certes activitats enzimatiques (Sauvage i col. 1991). La sintesi d’aquest aminoacid es

podria estendre fins i tot després de la verema (Bisson, 1991).

Taula 5. Comparacioé quantitativa d’aminoacids majoritaris de mostos de varietats viniferes, espécies i
hibrids.

Varietat Aro Pro Ala Gabha OH-Pro
Chardonnay(2,3) ) ) ) )
Sauvignon(2,3) T d )

Muscat de Hambourg(2) T

Merlot(2,3) |} )

Cabernet Sauvignon(2,4) ! ™

Pinot Noir(2) T J

Syrah(3) 0 )

Vitis vinifera(1) d

Vitis lambrusca(l) ™

Hibrid(V. Lambrusca X 0
Vinifera)(1)

(1) Kluba i col., 1978; (2) Huang i Ough, 1991; (3) Sauvage i col., 1993; (4) Spayd i Andersen-Bagge,
1996. 44 Molt baix contingut. ¥ Baix contingut. 7T Molt alt contingut. T Alt contingut.

La Taula 5, resumeix comparacions de continguts d’aminoacids d’especies i
varietats viniferes, fetes per diferents autors. Ens mostra la rellevancia que t¢ la varietat
sobre la composicid qualitativa i quantitativa d’aminoacids. S ha aprofitat els espectres
d’aminoacids lliures, tractats amb meétodes estadistics, per a diferenciar especies 1
varietats (Ough, 1968; Feuillat, 1974; Kluba i col., 1978; Cantagrel i col., 1982; Millery
1 col., 1986; Huang i Ough, 1991; Sauvage i col., 1993; Spayd i Andersen-Bagge,
1996), aixi com per a determinar I’origen de vins: negres (Ooghe i col., 1981; Symonds
i Cantagrel, 1982; Etievant i col., 1988); vins a base de Chardonnay de diferents regions
de produccio6 (Carnevillier i col., 1999); vins monovarietals blancs de Macabeu, Xarel.lo
1 Parellada (Presa-Owens i col., 1995); vins de crianca biologica (Fino) i vins de crianca

fisicoquimica (Oloroso) (Botella i col., 1990).
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El contingut d’aminoacids al most depén de la varietat, es a dir de les
potencialitats genétiques de cada varietat. Perd, 1’espectre d’aminoacids es veu
influenciat també per I’origen geografic (Ooghe i col., 1981; Spayd i Andesen-Bagge,
1996). A més, 1’anyada, les condicions climatiques (Flanzy i Poux, 1965; Feuillat, 1974;
Millery i col., 1986; Huang i Ough, 1991), el grau de maduracié (Kliewer, 1970;
Millery 1 col., 1986) i1 els tractaments pre-fermentatius, en concret els temps de
maceracio (Usseglio-Tomaset i Bosia, 1990; Guitart i col. 1997; Hernandez Orte i col.,
1998) 1 el desfagament (Ancin i col.,, 1996) tenen un efecte sobre la composicio

d’aminoacids del most.

Els treballs pioners de Schultz i Pomper (1948) mostraven que [’alanina,
arginina, asparagina, acid aspartic, acid glutamic, leucina i valina promouen un bon
creixement dels llevats utilitzats com unica font de nitrogen. Isoleucina, metionina,
fenilalanina, serina i triptofan donen lloc a un creixement entre bo 1 moderat mentre que

cisteina, glicina, histidina, lisina, prolina i treonina son fonts pobres de nitrogen.

Cal indicar que la lisina com a unica font de nitrogen té un efecte inhibitori sobre
el creixement de S. cerevisiae. Aquesta inhibicié s’anul-la en el moment que
s’afegeixen altres fonts nitrogenades (Ingledew, 1993). En canvi, molts altres llevats
poden utilitzar la lisina com a tnica font de nitrogen (Large, 1986). Aquest fet, t&¢ un
valor com a tret taxonomic (Bossinger i col., 1974; Brandriss i Magasanik, 1980;
Anderson 1 Dagley, 1981) i també com a test de contaminacié de llevats nadius a
cerveseres 1 cellers (Bourgeois i Thouvenot, 1970; Brandiss i Magasanik, 1979;
Anderson i Dagley, 1981; Angelo i Siebert, 1987; Constanti i col., 1998). Aixi mateix la
glicina, la qual el llevat el capta rapidament, és inhibitoria pel creixement del llevat i el

desenvolupament de la FAL (Thomas i Ingledew, 1992).

Per una altra banda, estudis de FAL realitzats amb medis definits mostren que la
prolina i la glicina protegeixen al llevat de 1’estrés osmotic que provoquen melasses i
mostos d’alta concentracio de sucres. Similar funci6 de la prolina s’ha descrit en plantes

1 alguns bacteris. (Thomas 1 col., 1994; Ingledew, 1997).
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1.a.1.2 Amoni

L’amoni trobat tant al most com al vi en forma de catio6 (NH,"), representa en
valors de nitrogen (nitrogen amoniacal) entre 3 a 10 % del nitrogen total que es troba al
most madur, és a dir entre unes poques desenes de mg/l de catié a uns pocs centenars
mg/l (Feuillat, 1974; Vos i Gray, 1979; Bisson, 1991; Huang i Ough, 1991; Ingledew,
1997; Aerny, 1996; Larchevéque i col., 1999).

Al igual que el contingut d’aminoacids a la baia, el contingut d’amoni és més
elevat quan més baix és el grau de maduracid. Aixi mateix, els anys calids i secs es
troben continguts més baixos d’amoni al most (Feuillat i1 col., 1998). Per les mateixes
raons, I’alcada del vinyer condiciona el contingut d’amoni al most, en el sentit de a més

cota més contingut d’amoni (Sponholz, 1991).

Hi ha grans desigualtats en el contingut d’amoni entre mostos com a resultat de
les diferencies varietals i les practiques de conreu (Ough i Kriel, 1985; Spayd i

Andersen-Bagge, 1996).

L’amoni és una font de nitrogen preferent pels llevats, 1 s’esgota als primers dies
de la FAL, per la qual cosa es troba a menys de 10 mg/I als vins secs, 1 fins a 50 mg/1

en vins endolcits amb most (Ough, 1988).

1.a.1.3 Nitrat
Els nitrats (NO3") 1 els nitrits (NO;") només representen com a maxim 5 % del
nitrogen total del most (Ough i Amerine, 1988). No son directament assimilables pels

llevats que duen a terme la FAL, Saccharomyces cerevisiae (Aerny, 1996).
La relacid entre nitrats i cendres s’utilitza per a esbrinar si un vi ha estat realitzat

amb most aigualit. Els valors d’aquesta relacié han d’estar per sota de 7 a 8 per vins no

aigualits. (Ough i Amerine, 1988).
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1.a.1.4 Proteines i péptids

Les proteines i1 polipeptids no son fonts preferents de nitrogen dels llevats durant
la FAL, i només poden contribuir en 1’aportacié d’aquest element en situacions en que
s’han esgotat fonts facilment assimilables (amoni i aminoacids). En aquesta situacio, els
llevats activen el seu sistema enzimatic en la mesura de poder degradar péptids i
proteines del most, a fi de reduir-los en forma d’aminoacids assimilables (Trioli 1

Paronetto, 1992). Aquest sistema no s’ha descrit per S. cerevisiae.

L’interes pel coneixement de les proteines 1 polipeptids del most i vi, llavors, es
centren en altres aspectes no directament relacionats amb la contribucié de nutrients
pels llevats que desenvolupen la FAL. Aixi, sén causes de diferents problemes
tecnologics en la elaboracio dels vins. Degut a la seva natura coloidal, dificulten
operacions basiques com ¢s la filtracid, per a la qual cosa es realitzen diferents
tractaments (aplicacio d’argiles carregades electronegativament, com bentonites)
eliminen part d’aquestes molecules per minimitzar els seus efectes. Aixi mateix, sén
responsables de I’aparicié de terbolesa a I’ampolla, defecte anomenat trenca proteica.
Tambg, es relaciona amb I’endarreriment de la precipitacio del tartarat de potasi en el
procés d’estabilitzacié en fred del vi (Céaceres i col., 1987; Canals, 1997 ; Feuillat i col.,
1998). Finalment, com a efectes problematics sobre la tecnologia de I’elaboraci6 del vi,
s’ha d’indicar que diferents treballs senyalen que les proteines tenen capacitats

fixadores importants de compostos aromatics (Kinsella, 1990; Lubbers i col., 1996).

Per una altra banda, les proteines soén agents escumants, fet que és un
inconvenient durant la FAL, ja que pot provocar desbordament de les tines de
fermentacid. La utilitzaci6 de tensioactius (mono- i diglicerids de 1’acid oleic) han
solucionat el problema de manera satisfactoria (Ribéreau-Gayon i col., 1998). En canvi
la preséncia de proteines en els vins efervescents permet [’estabilitzacio de les

bombolles 1 formacid del cord6 i corona d’escuma.
Feuillat i col. (1977), indiquen que els peéptids i concretament la fraccid que

inclou els oligopeptids de massa molecular inferior a 1000 Da son font nitrogenades

dels bacteris lactics que desenvolupen la fermentacié malolactica (FML).
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1.a.1.4.1 Proteina

Les proteines aillades en els mostos 1 vins tenen unes masses moleculars que van
entre 10 kDa 1 els 90 kDa , i punts isoeléctrics de 3,6 a 11. Hi han proteines que poden
representar fins el 60 % de les proteines totals, com ¢€s el cas de una proteina de 28 kDa
(Feuillat 1 col, 1998). Gran part d’aquestes proteines tenen residus glicosilats, amb un
origen principalment vegetal (Yokotsuka i1 col. 1994; Moine-Ledoux, 1996) i en menys
mesura amb origen parietal dels llevats (manoproteines) que duen a terme la FAL
(Llauberes i col., 1987; Waters i col., 1994). La concentraci6 i distribucié de proteines
es veu afectada per gran nombre de factors des de la brostaci6 del cep fins el consum

final del vi.

Aixi, la varietat vinifera marca significativament la concentraci6 de proteines al
most 1 al vi elaborat (Lamikanra i Inyang, 1988; Gonzalez-Lara i col., 1989; Feuillat i
col.,, 1995). Per una altra banda, s’ha intentat obtenir perfils proteics (isoenzims)
mitjancant técniques electroforctiques amb la intencid de diferenciar varietats
(Bachmann, 1994; Liu i Walker, 1995). Altres autors emprant diferents técniques
electroforétiques, en extractes totals, no observen diferéncies dels patrons entre
varietats, només en les intensitats de les bandes (Moio 1 Addeo, 1989; Pueyo 1 col.,

1993; Dorrestein i col., 1995).

La climatologia, aixi com la natura del sol poden influir en la concentracio de
proteines de mostos i vins, variant la seva concentraci6 1 distribucié un any per altre
(Paetzold i col. 1990). Una producci6 abundant del cep fa minvar les concentracions de
proteina en el most, en relacié a un cep menys productiu (Feuillat i col., 1995). Es
coneix que la concentracid de proteina augmenta a llarg de la maduracié (Kock i Sajak,
1959; Murphey i col., 1989b; Paetzold i col., 1990), de manera que els vins elaborats a
partir de mostos madurs contenen més proteines i es detecten proteines que no

apareixen en vins de raim més verd (Murphey i col., 1989b).

El tipus de verema també pot condicionar la concentracié de proteines al most,
en el sentit que la verema mecanica fa augmentar la concentracié de proteina degut a
una menor integritat del gra de raim en comparacidé a la verema tradicional a ma.

(Paetzold i col., 1990).
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L’obtencio de most en la elaboracid de vi blanc, que vingui antecedida per una
maceracio pel-licular (contacte suc de raim i pells) veura incrementat la concentracié de
proteina (Paetzold i col., 1990). Aquest mateixos autors observen que hi ha un efecte
d’extraccid de proteines al sulfitar la pasta de verema, i una menor quantitat de proteina

en mostos obtinguts de verema sencera (raim 1 rapa) comparada amb verema derrapada.

L’augment de la pressié de premsat també fa incrementar la concentracid de
proteines en el most obtingut, pel fet que a la pell és on es troba més quantitat de
proteina (Feuillat i col., 1995). Una vegada obtingut el most, durant el desfangament
s’observa activitat proteolitica (proteases del raim) que degrada parcialment les
proteines del most. Les proteases del raim es troben en les parts solides i en la polpa, i
per tant la decantacié fa que disminueixi 1’activitat proteolitica. L augment d’alcohol

tindria el mateix efecte (Fleet, 1994).

Sembla ser que la FAL implica una davallada de la concentracié de nitrogen
proteic (Hsu 1 Heatherbell, 1987; Ayestaran i col., 1995, Canals, 1997), i per una altra
banda, Feuillat i col., 1998, indiquen que en general hi ha més nombre de proteines
diferents en els vins que en els mostos d’on provenen, degut a canvis que es manifesten
a llarg de la FAL 1 FML. Dins d’aquests canvis hi ¢és el pH que influeix també a la
disminuci6 de la quantitat de proteina. (Murphey i col., 1989b). S’ha suggerit, que les
proteines poden afavorir la FAL, degut a la capacitat general de les macromolécules
d’absorbir inhibidors de la fermentaci6 (Ollivier 1 col., 1987), com ara els acids

decanoic i octanoic i llurs corresponents esters etilics (Lafond-Lafourcade i col., 1984).

Els tractaments postfermentatius com son ara, la clarificaci6 amb proteines
d’origen animal i bentonita, i1 tractament criogénic amb 1’objectiu d’eliminar solids en
suspensio i en dissolucio, i ’excés de tartrat de potassi i de calci, respectivament, fan
precipitar les proteines inestables, i per tant fan disminuir la quantitat de proteina al vi.

(Canals, 1997).
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1.a.1.4.2 Péptids
A diferéncia de les proteines, hi ha molts menys estudis fets sobre els péptids del
most 1 del vi. Per convencio, s’agrupa sota terme de peptid els polimers d’aminoacids

que no superin de massa molecular 10 kDa.

Yokotsuka i col, 1975 troben entre 130 1 325 mg/1 de peptids en vins japonesos.
Els peptids del most de la varietat japonesa Koshu esta constituit basicament per acid
aspartic 1 glutamic, els quals representen el 60 % del total dels aminoacids. Aquest
autors han observat que a llarg de la FAL els péptids canvien la composicio
d’aminoacids, i al vi es troben de fet constituits per acid aspartic, acid glutamic, glicina 1

prolina.

Estudis semblant fets en el Cava (Moreno-Arribas i col., 1996) observen que tots
els caves tenen uns perfils peptidics semblants, encara que son produits per varietats
diferents (Macabeu, Xarel-lo, Parellada i Chardonnay). De qualsevol manera, detecten
que als vins base es troben més peptids que als mostos d’on provenen. Després de la
segona fermentacid, realitzada a 1’ampolla, (prise de mousse) i la conservacié del vi
sobre els llevats durant 9 mesos, la quantitat de peptids €s inferior a la del vi base. Una
prolongacié del temps de conservacid sobre els llevats representa un enriquiment en
peéptids, que és maxim després de 12 a 15 mesos, moment en que comenga a davallar les
quantitats de peptid. L’enriquiment en peptids €s motivat per 1’alliberacio i degradacio
simultania de components dels llevats per I’accio dels seus propis enzims (Charpentier,

1998).

1.a.1.5 Nucleotids
Pocs estudis s’han realitzat sobre els continguts de nucléotids en els mostos.
Monteiro 1 Bisson, 1991a, mitjangant bioassaig, troben quantitats de 4 a 15 mg/l per

I’adenina i de 4 a 8 mg/1 per I'uracil.
Els nucleotids poden servir com uniques fonts de nitrogen (Large, 1986), perd

les quantitats petites trobades al most, fan pensar que son assimilades per suplir les

necessitats biosinteétiques de nucleotids dels llevats (Monteiro i Bisson, 1992).
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Els nucleotids reforcen les aromes al vi i formen aroma als vins escumosos

(Ough 1 Amerine, 1988).

1.a.1.6 Amines

Dins d’aquesta familia de compostos podem incloure 1’amoni tractat a 1’apartat
l.a.1.2. Les amines que es troben en més quantitat al most son, la putrescina, espermina
1 espermidina, en concentracions per sota de 0,1 mg/l a 2,2 mg/l. El contingut d’amines
al most pot tenir incidéncia en la produccidé d’urea per part dels llevats, ja que son
intermediaris del metabolisme de I’arginina, precursor de la urea (Tabor i col., 1983). S.
cerevisiae pot utilitzar les amines presents al most directament com a amines cel-lulars o
degradar-les via acid a—aminobutiric i B—alanina a glutamat, utilitzat com font de

nitrogen (Large, 1986).

Més varietat d’amines es troben al vins, algunes de les quals sén biologicament
actives. Cal afegir a les anomenades per al most, la cadaverina, etilamina, histamina
isoamilamina, isopropilamina, metilamina, feniletilamina 1 tiramina (Cabanis i col,
1998), amb concentracions per sota de 0,1 mg/l a poques desenes. D’aquestes les
fisiologicament importants so6n histamina, tiramina, feniletilamina, cadaverina,
putrescina i isoamilamina, i €s la putrescina la més abundant als vins. Aixi, es troben
més en vins negres que en blancs, a excepcio de la feniletilamina que es troba en més

quantitat en vins blancs (Lehtonen, 1996).

Els efectes fisiologics sobre 1’home son de certa rellevancia en presencia
d’alcohol 1 acetaldehid. Els simptomes d’intoxicacid tipics son mals de cap, vomits i
diarrees (Lehtonen, 1996). Si bé I’histamina ¢és la fisiologicament més activa, la seva
concentracio estaria correlacionada positivament amb les altres amines indesitjables
(Bauza i col., 1995). La toxicitat de I’histamina es manifesta per via intravenosa a dosis
febles (inferiors a 1 mg) en canvi per via oral dosis importants (50 mg i més) poden ser
tolerades, degut a que el tub digestiu impedeix el pas cap el medi intern (Ingargiola,
1992). Aquest efecte barrera resultaria disminuit al vi per la preséncia d’alcohol, que
afavoriria la difusi6 de I’histamina (Schopfer, 1984). Pocs estudis s’han realitzat per a
corroborar aquest argument, o per combatir-ho. Sembla ser que els vins produits en

condicions d’higiene optimes no contenen gairebé amines (Cerruti i Remondi, 1972), 1
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que l’interés de la valoracidé de I’histamina seria ser un indicador de les condicions
higiéniques de la vinificacio (Battaglia i Frolich, 1978). Diferents paisos han posat un
limit superior recomanable de quantitat d’histamina present al vi. Aixi, Suissa 10 mg/I,

Franca 8 mg/l, Belgica, entre 5 1 6 mg/l, i Alemanya 2 mg/l (Lehtonen, 1996).

1.a.1.7 Vitamines
Cal indicar que el terme vitamina seria més apropiat emprar-ho quan es parla
d’organismes superiors, i a nivell microbiologic es parlar de factors de creixement, si bé

les molécules coincideixen.

A la taula 6, es donen els valors extrems de concentracid de vitamines
nitrogenades en most, 1 vins, analitzats mitjangant t€cnica microbiologica. En most i vi,
també s’ha detectat, mesoinositol, amb concentracions per most i vins blancs de 380 a
170, i de 280 a 330 pg/l pels vins negres. Per I’acid ascorbic s’han detectat
concentracions de 30-50 mg/I pels mostos i de 1 a 5 mg/1 pels vins.

Taula 6. Vitamines en most i vi (ug/l). (Cabanis i col., 1998).

Vitamina Most Vins blancs Vins negres
Tiamina (B)) 160-450 2-58 103-245
Riboflavina (B,) 3-60 8-133 0,47-1,90
Pirodoxina (Bg) 0,16-0,50 0,12-0,67 0,13-0,68
Cobalamina (B;>) 0-0,20 0-0,16 0,04-0,10
Acid pantoténic 0,5-1,4 0,55-1,20 0,13-0,69
Nicotinamida 0,68-2,6 0,44-1,33 0,79-1,70
Biotina 1,50-4,2 1,10-3,60 0,60-4,60
Acid p-aminobenzoic 15-92 15-133 15-133
Colina 19-45 19-27 20-43
Acid folic 0-1,80 0,40-4,50 0,40-4,50

Les vitamines es sintetitzen de manera important i s’acumulen a la baia els

darrers dies de la fase de maduracié del cicle vegetatiu de la vinya.
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La FAL altera el contingut vitaminic del most. Els llevats (S. cerevisiae) poden
sintetitzar les vitamines que manquin al medi, perd a una velocitat molt lenta que
provoca FALs endarrerides (Sablayrolles i col., 1996). La tiamina, que actua sobre el
ritme de la fermentacid, implicada en les reaccions de decarboxilaci6 en la seva forma
de pirofosfat, desapareix quasi al complet. El llevat pot consumir entre 600 a 800 pg/l,
valors superiors als nivells trobats als mostos (Ribéreau-Gayon i col., 1998). En canvi,
la riboflavina, constituint els coenzims de flavina (flavin mononucleotid, FMN, 1 flavin
adenina dinucleotid, FAD), ¢és produida pels llevats, i és indispensable pel bacteris
lactics. La nicotinamida, implicada en les reaccions redox formant part del coenzims
(nicotinamida adenin dinucleotid, NAD", i nicotinamida adenin dinucleotid fosfat,
NADP") es troba als vins negres en les mateixes quantitats que al most, en canvi als
vins blancs representa el 60 % del contingut inicial. L’acid pantoténic (la forma
funcional del qual, coenzim A, intervé en les reaccions d’acetilaci6, estimula el
creixement), la piridoxina (estimulant del creixement; la forma en fosfat de piridoxal
actua com a cofactor de les reaccions de desaminacio) i la biotina (cofactor de les
reaccions catalitzades per carboxilases 1 intervé en la sintesi de la materia nitrogenada a
partir de I’amoni) son utilitzades pels llevats i retornades al medi, per tant els continguts
als mostos i1 vins son gairebé idéntics. El mesoinositol passa gairebé desapercebut pels
llevats. Acid p-aminobenzoic, és indispensable pels llevats, pero essencial juntament
amb 1’acid folic (intervé en la sintesi de la pirimidina, purina i acids nucleics) pels
bacteris lactics ( Mareca, 1983; Ribéreau-Gayon, 1998; Walker, 1998; De Leenheer i
col.,, 2000 ). S’ha comprovat que mancances d’acid pantoténic comporten una

acumulacid d’acid acetic per part del llevat (Ribéreau-Gayon, 1998).

1.a.2 Captacio, metabolisme i productes

Descrita la fraccio6 nitrogenada dels mostos, les cél-lules dels llevats fermentatius
han d’incorporar aquestes molécules a la maquinaria metabolica a fi de poder mantenir
les funcions basiques cel-lulars, créixer i desenvolupar la FAL. Es poden distingir dues
classes de compostos nitrogenats transportats dins del llevat. Un grup serveixen com a
font de nitrogen, i els compostos que formen part son catabolitzats al entrar a la c¢l-lula.
Els sistemes de transport d’aquest compostos mantenen caracteristiques i patrons de
control comuns als enzims de degradaci6. L’altre grup, estaria format per compostos

que son precursors 1 intermediaris biosintétics, 1 s’incorporen més o menys directament
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a macromolecules sense ser catabolitzat préviament. En aquest cas els sistemes de

transport tenen patrons de regulaci6 similars als sistemes enzimatics biosintetics.

En cas que un determinat compost es trobi en excés, el llevat el degradara per a
convertir-lo en un compost relacionat o obtenir nitrogen disponible per a la sintesi
d’altres compostos nitrogenats. Hi han compostos nitrogenats que es consideren millors
fonts nitrogenades que altres, i per tant seran assimilades primer. En termes metabolics
pel llevat, es considera una bona font nitrogenada aquella que sigui facilment
convertible en una forma nitrogenada utilitzada biosintéticament, com podia ser 1’amoni
o glutamat, o poc costosa en termes energetics o de cofactors necessaris per a la
mobilitzacié del nitrogen (Bisson, 1991). L’ordre d’utilitzaci6 dels components
nitrogenats no ¢és absolut, i varia en funcid de les condicions de creixement, font
nitrogenada i soca del llevat (Cooper, 1982). Existeixen uns mecanismes de regulacio
del metabolisme nitrogenat complexes que permeten al llevat adaptar-se a les

condicions canviants del medi. (Cooper, 1982; Large, 1986).

La Figura 1, resumeix la captacio i utilitzacié dels components nitrogenats per
part del llevat, en situacidé de disponibilitat d’aquests compostos al most. La capsula,
paret cel-lular i periplasma del llevat no representen cap barrera pel nitrogen assimilable
(nitrogen amoniacal i nitrogen aminoacidic). En canvi, la membrana plasmatica actua
com a barrera selectiva (Walker, 1998). Aquestes molécules han de travessar-la
mitjangant transportadors, proteines de membrana (permeases), que requereixen un
potencial electroquimic creat per una ATPasa amb despesa d’ATP, el qual prové
principalment dels sucres fermentats. El nitrogen amoniacal s’incorpora rapidament a
les rutes anaboliques mitjancant 1’activitat de 1’enzim glutamat deshidrogenasa
NADP -dependent. El sentit contrari de la reaccid, catalitzada per 1’activitat glutamat
dehidrogenasa NAD-dependent, representa el punt final de les rutes cataboliques dels
compostos nitrogenats. El sistema de transaminases permet la interconversio dels
aminoacids entrants a la cél-lula en aminoacids nous que serviran per la formacio
d’enzims cel-lulars, proteines estructurals, acids nucleics, vitamines, formes de reserva i
altres compostos nitrogenats, necessaris pel creixement del llevat. En medis pobres en
fonts nitrogenades facilment assimilables, el llevat pot activar la seva maquinaria

enzimatica extracel-lular per obtenir aminoacids a partir de la degradacié de proteines i
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péptids grans (Trioli 1 Paronetto, 1992). Aquestes activitats no han estat descrites per S.

cerevisiae (Lagace 1 Bisson, 1990; Walker, 1998) .

PROTEINES I PEPTIDS
‘
A}
.
.
.
A
\Y
& N
ADO Y
/)6\ s 4 Y
H+ /J] /[)é 4«5‘ [iS’ ,' .
4@€ 7 .
Sy
NH,4 K 3
4
S MINOACID
'l
MOST !
CEL-LULA . \/\
ADP+P ATP
H AMINOACID
W
%
) \ 4
VACUOL
NH,"

E (HD-dAVN
&
oy
&
N
3
N

NAD-GDH

MNP GLUTAMAT

AMINOACID

—SPOLIAMINAS

ACIDS NUCLEICS

PEPTIDS, ENZIMS, PROTEINES ESTRUCTURALS

Figura 1. Esquema general del metabolisme nitrogenat a Saccharomyces cerevisae (situacio de
disponibilitat nitrogenada al medi).
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1.a.2.1 Captacio

Com ja s’ha indicat existeix un patré de consum per part del llevat dels diferents
compostos nitrogenats que es troben al medi. Val la pena comparar els patrons de
consum d’amoni i aminoacids a la FAL amb dos substrats, most de cervesa i suc de

raim (most) (Taula 7).

Taula 7. Patrons de consum d’amoni i aminoacids (Bisson, 1991).
Classificacié dels aminoacids i amoni segons temps de consum al
most de cervesa.

Classe A Classe B Classe C Classe D

Aspartat Histidina Alanina Prolina
Asparagina Isoleucina Amoni
Arginina Leucina Glicina
Glutamat Metionina Fenilalanina
Glutamina Valina Triptofan
Lisina Tirosina
Serina
Treonina

Patro de consum d’aminoacids i amoni al suc de raim.

Fase 1 Fase 2 Fase 3

Alanina Amoni Prolina
Amoni Alanina
Arginina Arginina
Asparagina Acid y-aminobutiric
Aspartat
Cisteina
Glutamat
Glutamina
Glicina
Histidina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Metionina
Fenilalanina
Serina
Treonina
Triptofan
Tirosina
Valina

En el primer cas, arran dels treballs de Jones i Pierce, 1964, els aminoacids
s’agrupen en quatre classes segons el temps en que desapareixen del medi. Classe A,

correspon als aminoacids consumits primerament. Classe B, es comengarien a consumir

26



Introduccio

abans que s’esgotessin els de classe A. Classe C, no entrarien a la cél-lula fins que no
s’esgotin els de la classe A. Classe D, aminoacids no consumits en les condicions de la
FAL. En relacié al patr6 de consum d’aminoacids a la fermentacid del suc de raim,
sembla que ja a les primeres hores, abans del comengament de la fase exponencial,
quasi bé tots els aminoacids son transportables. Els aminoacids minoritaris desapareixen
en aquesta fase. Els majoritaris s’acaben de consumir a la fase 2. La prolina no és
captada de manera significativa sota les condicions anaerobiques de la FAL (Bisson,

1991).

L’ordre de consum d’aminoacids s’explica per la implicaci6 de permeases
d’aminoacids concrets. Hi hauria una permeasa pels aminoacids de la classe A 1 B, de
manera que els de la classe A competirien pel transport dels de la classe B, i una altra
pels de la classe C (Walker, 1998). A més, en el transport dels aminoacids s’ha descrit
un fenomen anomenat transinhibicid que consisteix en la competicido de transport
d’aminoacids que no comparteixen la mateixa permeasa. Els sistemes de transport
d’aquests aminoacids estructural 1 metabolicament no relacionats, tindrien un
component comu com pot ser I’ATPasa de membrana que regula el flux de protons de la

cel-lula i amb una capacitat finita. Seria una inhibici6 a llarg termini (Cooper, 1982).

La diferéncia més important en el transport d’aminoacids i amoni entre la
fermentacié de most de cervesa i suc de raim, €s el transport tarda de 1’amoni de la
primera. El transport d’amoni, al igual que el transport dels aminoacids, es realitza per
un simport amb un protd, la qual cosa requereix de I’extrussié d’aquest per I’ATPasa
per mantenir el potencial de la membrana plasmatica (Figura 1). En aquest cas, la
cel-lula obté un nitrogen per prot6d. El sucre fermentable al most de cervesa, és la
maltosa, disacarid que requereix igualment un transport actiu per simport amb un proto.
Per tant, el transport d’aminoacids 1 amoni competeix amb el transport de la maltosa
(transinhibicio), i el llevat prioritza el transport d’aminoacids com I’arginina, que
contenen quatre atoms de nitrogen per protd cotransportat. En canvi, la glucosa i
fructosa, els sucres majoritaris al suc de raim, es transporten per difusio facilitada, sense
implicaciéo de cap moviment d’ions, i conseqiientment no hi ha interferéncia entre el
sistema de transport de nitrogen amb el de carboni degut a les limitacions d’extrussio de
protons per I’ATPasa. L’amoni és rapidament utilitzat com a font de nitrogen preferent

en la FAL de suc de raim (Bisson, 1991; Walker, 1998).
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Es pot considerar que el transport de compostos nitrogenats €s el primer pas de

les vies cataboliques o anaboliques. Encara més, Cooper, 1982, distingeix els sistemes

de transports dels compostos nitrogenats en catabolics 1 anabolics (Taula 8). S’ha descrit

1 caracteritzat més d’una vintena de permeases implicades en la captacio dels compostos

nitrogenats per part del llevat (Taula 8).

Taula 8. Sistemes de transport de diferents compostos nitrogenats (Cooper,1982; Cartwright i col., 1989;
Henschke i Jiranek, 1993; Walker, 1998).

Compost Sistema de Transport Sensibilitat K,,(uM) Vmax C/A
al amoni
Amoni Permeasa de ’amoni T 200 50°  C
) 2000 207 C
Permeasa de ’amoni |
Urea Actiu Si 14 C
Bidirecional/difusié facilitada 500 C
L-Alanina GAP Si Elevada C
afinitat
Acid y- Permeasa de la prolina Si 12 C
aminobutiric Permeasa de la GABA Si 100
GAP Si C
L-Arginina Permeasa de
I’argininaT (Permeasa dels
aminoacids basics) No 10 12 A
Permeasa de I’argininad No 1000
GAP Si 7,6 23 C
L-Asparagina Permeasa de la glutamina No 350 33°
GAP Si C
L-Citrulina GAP Si 80
Acid L- Permeasa d’aminoacids No 20
Glutamic dicarboxilics 1 A
Permeasa d’aminoacids Si 3300
dicarboxilics 2 A
GAP Si 1000 20> C
L-Glutamina Permeasa de la glutamina 1 No
Permeasa de la glutamina 2 No
GAP Si 40 C
L-Glicina Permeasa de la glicina No 400 2
GAP Si 14000 2 C
L-Histidina Permeasa de I’histidina 1 No 17 11 A
Permeasa de I’histidina 2 No 4000 28 A
GAP Si 25 16 C
L-Leucina Permeasa de la leucina T No 30 A
Permeasa de la leucina 4 1000 A
GAP Si C

“nmol/ mg proteina-min;

®nmol/g pes sec'min; ‘nmol/g pes sec's. GAP: General amino acid permease. T

alta afinitat. | baixa afinitat. C: Sistema de transport catabolic. A: Sistema de transport anabolic.
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Taula 8 (cont.). Sistemes de transport de diferents compostos nitrogenats (Cooper,1982; Cartwright i
col., 1989; Henschke i Jiranek, 1993; Walker, 1998).

Compost Sistema de Transport Sensibilitat K,,(uM) Vmax C/A
al amoni
L-Lisina Permeasa de la lisina No 25 8,1 A
Permeasa de
I’argininaT (Permeasa dels
aminoacids basics) No 200 17 A
GAP Si 3,1 C
L-Metionina Permeasa de la metionina T No 12 13 A
2 X Permeases de metionina No 600-800 13 A
GAP Si C
Cisteina Permeasa especifica
S-adenosil-L- Permeasa de la S-adenosil-L- 1,6-3,3 A
metionina metionina
L-Prolina Permeasa de prolina-iminoacid Si 31 40° C
GAP Si >2500 160° C
L-Serina Permeasa especifica Parcial 250
GAP Si 500 C
L-Treonina Permeasa especifica No
GAP Si 210 C
L-Triptofan Permeasa d’aromatics No 410 1,2°
GAP Si 10 C
L-Valina Permeasa de la leucina TV No A
GAP Si C
L-Isoleucina Permeasa de la leucina TV No A
GAP Si C
Dipeptids i Sistema general de transport de
tripeptids péptid
Adenina Sistema de transport de
I’adenina 0,12
Citosina Sistema de transport de
I’adenina 0,12
Guanina Sistema de transport de la
guanina 0,12
Hipoxantina  Sistema de transport de
, . 0,12
I’adenina
Sistema de transport de la 0,12
guanina
Uracil Sistema de transport de 1’uracil
T 12
Sistema de transport de 1’uracil
J 156

“nmol/ mg proteina-min; "nmol/g pes sec'min; ‘nmol/g pes sec's. GAP: General amino acid permease. T
alta afinitat. | baixa afinitat. C: Sistema de transport catabolic. A: Sistema de transport anabolic.
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Taula 8 (cont.). Sistemes de transport de diferents compostos nitrogenats (Cooper,1982; Cartwright i
col., 1989; Henschke i Jiranek, 1993; Walker, 1998).

Compost Sistema de Transport Sensibilitat K,,(uM) Vmax C/A
al amoni
Biotina Sistema de transport de la 0,38
biotina
Tiamina Sistema de transport de la 0,18
tiamina
Riboflavina Sistema de transport de la 15
riboflavina
Colina Sistema de transport de la colina 560

“nmol/ mg proteinamin; °nmol/g pes sec'min; “nmol/g pes sec's. GAP: General amino acid permease. T
alta afinitat. { baixa afinitat. C: Sistema de transport catabolic. A: Sistema de transport anabdlic.

L’amoni s’acumula gracies a dos transportadors que requereixen energia i son
inhibits de manera no-competitiva per diferents aminoacids (Roon i col., 1975; Dubois 1
Grenson, 1979). El sistema de transport actiu de la urea és sensible a la repressio per
nitrogen i dependent de I’exposicié d’acid oxaluric, inductor dels enzims de degradacid

de I’ al-lantoina.

Es poden distingir dues categories de transportadors d’aminoacids (Taula 8).
Una primera, inclou aquelles permeases especifiques per un o pocs aminoacids (cas de
la permeasa de I’arginina que incorpora tots els aminoacids basics), 1’activitat de les
quals no esta pas limitada per la preséncia d’amoni. Aquestes permeases asseguren la
rapida captacio dels aminoacids en els primers estadis de la FAL, I’inici de la fase de
creixement dels llevats. L’altra, consisteix en una permeasa general dels aminoacids
(GAP), la qual captaria el conjunt d’aminoacids. La GAP esta inhibida i reprimida per
I’amoni, 1 per tant només és activa quan el most ja no conté amoni, es a dir ja avancada
la fermentacid. Sembla ser que la GAP funcionaria com un recuperador de nitrogen,
quan les fonts facilment assimilables s’han esgotat (Woodward i Cirillo, 1977). Cal
indicar que la GAP seria la principal ruta d’entrada per a un seguit d’aminoacids:
glicina, alanina, fenilalanina, triptofan i tirosina (Greasham i Moat, 1973; Cooper,

1982).

Dues reserves d’aminoacids es localitzen a la cél-lula de llevat, una al
citoplasma, format pels aminoacids acids, 1 una altra al vactiol on es troben aminoacids
neutres 1 basics, sobretot en forma d’arginina. Aixo implica I’existéncia de sistemes de

transport al tonoplast que permetin el transit d’aminoacids del citosol al vactiol i1 a
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I’inrevés. S’ha descrit un sistema de transport per a I’arginina i aminoacids basics que

consisteix en un antiport amb H' (Cooper, 1982).
p P

Hi ha pocs estudis sobre 1’ entrada de peéptids a la cél-lula motivat per la
escassetat de peptids comercials marcats radioactivament. Esta descrit un sistema de
transport per S. cerevisae, sistema general de transport de peptids, el qual transportaria
di- 1 tripeptids perd no peptids més grans (Marder 1 col., 1977; Moneton i col., 1986),
encara que aquesta limitacidé seria dependent de soca, ja que Naider i col, 1974,
demostren la viabilitat de soques auxotrofes per la metionina al suplementar al medi
(met)s. Els aminoacids no competeixen per aquest sistema (Becker 1 Naider, 1977). La
velocitat d’incorporaci6é d’un peptid és dependent de la composicié d’aminoacids 1 la

seqiiéncia del péptid en qiiestio (Becker i Naider, 1980).

Per a les vitamines no nitrogenades s’ha ressenyat I’existéncia d’un sistema de

transport actiu per a 1’inositol amb una K,, de 0,1 mM (Nikawa i col., 1982).

L’activitat dels sistemes de transports estan regulats per diferents mecanismes
els quals varien en la seva especificitat, temps de resposta 1 nivell d’influéncia, ja sigui a

nivell de transcripcid, traduccio, d’un precursor o proteina activa

Es pot considerar una bona estratégia metabolica, el simport amb protod dels
compostos nitrogenats, si es pensa que almenys la diferéncia de pH entre el most 1 el
citoplasma del llevat és de tres unitats. Es a dir, I’entrada del proté molt afavorida pel
gradient estaria associada energeticament amb la captaci6é del component nitrogenat en
contra del seu gradient (Bisson, 1991). Per una altra banda, diferents autors indiquen
que els pHs optims d’activitat de les permeases estan per sobre dels pHs dels mostos
(Dubois i Genson ,1979; Gregory 1 col, 1982; Ballarin-Denti i col., 1984; Kotyk i
Dvorakova, 1990; McKelvey i col.,, 1990). Monteiro i Bisson, 1991b, troben una
reducci6 del 50 % de la biomassa a pH 3,25 quan es compara amb el creixement
obtingut a pH 4, en medis amb amoni com unica font de nitrogen. No observen aquesta

reducci6 amb altres fonts nitrogenades.

A mesura que progressa la FAL augmenta el contingut d’etanol al medi,

producte clarament negatiu per a la captacid. L’etanol canvia les propietats de la
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membrana plasmatica dels llevats, incrementant la permeabilitat pels protons, i per tant
es dissipa la for¢ca motriu de protons a través de la membrana, necessaria per a la
captaci6 dels compostos nitrogenats (Bisson, 1991; Henschke i Jiranek, 1993).
L’increment de la permeabilitat de la membrana afavoriria la fuga dels compostos
nitrogenats ja acumulats dins de la cel-lula (Henschke 1 Jiranek, 1993). Aixi mateix,
I’etanol t¢ un efecte inhibitori sobre 1’ATPasa extrussionadora de protons de la
membrana (van Uden, 1989; Fuguet, 2000), sobre I’implantaci6 dels transportadors a la
membrana (Ferreras i col., 1989), i sobre I’activitat de la GAP (Iglesias i col., 1990).
Podriem considerar que el llevat segueix una estratégia que li permet evadir els efectes
negatius de I’etanol sobre la captacié dels compostos nitrogenats. La captacio es fa en
les primeres fases de la FAL, moment en que existeix una bona disponibilitat energetica
1 un baix contingut d’etanol en el medi. Els compostos nitrogenats s’emmagatzemen al
vacuol, i per tant es mantenen baixos la reserva d’aquests compostos al citoplasma,
afavorint la captacio al no actuar els mecanismes regulatoris. Avancada la FAL, les
necessitats en nitrogen les supliria la reserva del vactiol, quan la captacid ja no és viable

degut als nivells d’etanol del medi (Bisson, 1991).

La temperatura de desenvolupament de la FAL afecta a la velocitat de captacio,
en el sentit de disminucidé a més baixes temperatures. Sembla que no tots els
transportadors es veurien influenciats per la temperatura. Aixi, I’acumulacié d’amoni

seria bastant independent de la temperatura (Henschke i Jiranek, 1993).

La pressio de CO; redueix la velocitat 1 prolonga la captacié d’aminoacids com
indiquen els treballs amb most de cervesa (Kumada i col., 1975) i amb most de raim

(Pekur i col., 1981).

La utilitzacié de la prolina per part del llevat és dependent del grau d’aireacid
del medi (Pekur i col., 1981; Ingledew i col., 1987). Durant la FAL, en el procés de
vinificacio, es tendeix a minimitzar ’aireacid, i per tant la captacid de prolina es
gairebé nul-la. En aquestes condicions anaerobiques s’observa, a més, un alliberament
de prolina i en ocasions d’urea al medi (Ough 1 col, 1991), originats segurament pel

catabolisme de I’arginina (Brandriss i Magasanik, 1980; Monteiro i Bisson, 1991a).

32



Introduccio

Els sistemes de transport es veuen afectats per la fluidesa de la membrana
plasmatica, la qual és dependent principalment de la composicié dels lipids estructurals,
com son D’esterol i els acids grassos insaturats (Henschke i Jiranel, 1993). El llevat
requereix O, per sintetitzar aquests lipids, per tant el grau d’aireacio afectaria també a la

captacio en aquest altre sentit.

Els treballs de Jiranek 1 col. (1991, 1995) i Ough i col. (1991) indiquen que
I’assimilaci6 dels components nitrogenats del medi és dependent de la soca de llevat.
No aprecien diferéncies importants de velocitat de fermentacid entre les soques en
medis amb nitrogen assimilables adequats, perd si quan el nitrogen és limitat.
Capacitats dissemblants de les soques en la eficiéncia d’assimilacié i1 aprofitament dels

recursos nitrogenats explicarien aixo.

Per una altra banda, el paper dels llevats nadius sobre 1’assimilacié dels
compostos nitrogenats per part de la soca de S. cerevisiae inoculada és controvertida.
En un principi, els primers poden competir amb la soca inoculada pels recursos
nitrogenats, 1 per tant limita el creixement de la soca inoculada. En un sentit positiu,
alguns llevats nadius no-Saccharomyces, com ja s’ha comentat, tenen capacitats
proteolitiques que rendeixen formes nitrogenades assimilables per la soca inoculada
(Lagace 1 Bisson, 1990). La mort de les poblacions de llevats nadius i I’autolisi en les
fases inicials de fermentacions on la soca inoculada s’imposa perfectament poden
contribuir a aportacions d’aminoacids i altres compostos nitrogenats al medi (Fleet,

1990; Stuckey i col., 1991).

1.a.2.2 Metabolisme

L’amoni i1 I’acid L-glutamat sén els compostos centrals de tot el metabolisme
nitrogenat dels llevats. Un compost nitrogenat es pot utilitzar com a tUnica font
nitrogenada per mantenir el creixement del llevat si permet la formaci6 d’amoni i o-

cetoglutarat (Large, 1986).

Dues reaccions enzimatiques permeten la interconversi6 d’aquest compostos:

NAD-Dependent Glutamat- Dehidrogenasa (NAD-GDH)

Reacci6 1: L-Glutamat + NAD ————®q -Cetoglutarat + NADH + NH4"
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NADP-Dependent Glutamat Dehidrogenasa (NADP-GDH)

Reacci6 2: NH, + NADPH + a-Cetoglutarat »-Glutamat + NADP

La reacci6 1 representa el punt final de la degradacié dels compostos
nitrogenats, 1 la reaccid 2, I’inici de les vies anaboliques, com ja s’ha comentat
préviament. Aixi 1 tot, si la disponibilitat d’amoni ¢és reduida, per sota de 0,02 mg/l,
llavors altres enzims intervenen de manera més significativa. Aquest son Glutamina
Sintetasa i Glutamat Sintasa (Glutamina Amida: 2-Oxoglutarat Aminotransferasa

0 GOGAT), les reaccions dels quals son respectivament les segiients:

L-Glutamat + NH," + ATP » |-Glutamina + ADP + P;

a-Cetoglutarat + NH; + ATP + NADPH + H ————® L-Glutamat + H,0 + ADP

+ P, + NADP"

La glutamina sintetasa té una rellevancia en el sentit que catalitza el primer pas
de les vies encarregades de la sintesi de moltes macromolécules de vital importancia
per a la cel -lula (Figura 2).

No es té una idea clara de la funcido de I’enzim GOGAT, si pensem que la
reaccid que catalitza és menys favorable energéticament per a I’assimilacié d’amoni si
la comparem amb la reacci6é portada per GDH, degut a la despesa d’ATP del primer
procés. Per una altra banda, quan la glutamina sintetasa s’acobla amb la GOGAT,
aquesta via de la glutamina, no només representa una via alternativa a la reaccio de
I’enzim GDH, el qual té una K,, major per I’amoni que els primers, perd també una
manera eficient d’assimilacié d’amoni en aminoacids. A banda de la funci6 de
recuperador de nitrogen que s’associa a la via de la glutamina, sembla que intervindria
en importants fenomens fisiologics de la cellula de llevat (Figura 2) com el
manteniment dels intermediaris del cicle de I’acid citric, creixement i morfologia

(Lacerda i col., 1990).
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Altres aminoacids \

Glutamina
Asparagina ) )
> Sintesis proteica
/ Triptofan

Histidina

\ Arginina  _J
s )
osfat

Glutamina

Carbalﬁ f

CTP, AMP, GMP } Sintesi acids nucleics

6-fosfat Glucosamina} Sintesi de quitina

NAD } Metabolisme oxidatiu

Figura 2. Funci6 central de la glutamina en el metabolisme nitrogenat i carbonat (modificat Walker,
1998).

El glutamat serveix mitjangant reaccions de transaminacié de donador de grups
aminats per a la biosintesi d’aminoacids. L’esquelet carbonat dels aminoacids prové
d’intermediaris de la glicolisi (piruvat, 3-fosfoglicerat, fosfoenolpiruvat), del cicle de
I’acid citric (o-cetoglutarat, oxalacetat) o de la via de les pentoses fosfat (5-fosfat

ribosa, 4-fosfat-eritrosa).

La figura 3 resumeix les vies cataboliques i les interrelacions entre productes de

les diferents fonts nitrogenades dels llevats en general.
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Espermidina
Espermina
O
\Q)rescina
Uracil o
~————>B-Alanina l

Aminoacids ramificats

T 4-Aminobutirat
T /\ Asparagina
v
<€ ‘ L —Lisina
GLUTAMAT

Citosina

Fenilalanina

Tirosina
Treonina
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D-Aminoacids

\ Purines Argininy

Figura 3. Productes catabolics dels components nitrogenats i les seves interrelacions (modificat, Large,
1986).  indica arginasa, D deshidratasa, |. amoni-liasa, O oxidasa , T aminotransferasai U ureasa.

Aminas

1.a.2.3 Productes

El contingut en compostos nitrogenats del most i la metabolitzacid per part del
llevat influeixen i contribueixen a la formacié de productes amb una rellevancia cabdal
a la qualitat final del vi, tant des del punt de vista aromatic com sanitari. Aixi doncs, els
compostos nitrogenats afecten a les propietats sensorials del vi a I’estimular el
creixement dels llevats i I’activitat de la FAL, 1 per tant, augmentant la formacioé de
metabolits, 1 més directament en la provisié de precursors metabolics o regulant la
formacio d’aquests. En relaci6 a aquest darrer sentit, intervenen en la formacid
d’alcohols superiors i1 ésters (Figura 4), que juntament amb els acids organics i, en
menys mesura, els aldehids, formen el “bouquet de fermentacid” (Rapp i Versini,
1991). Per una altra banda, la formaci6 de sulfur d’hidrogen també estaria regulada per
la disponibilitat de nitrogen (Henschke i Jiranek, 1991). El sulfur d’hidrogen i altres
compostos de sofre reduits, com ara els sulfurs organics i els tiols (mecapta) intervenen

de manera negativa en 1’aroma.
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Respecte a ’aspecte sanitari, s’ha d’indicar que el contingut en nitrogen influeix
també en la formacidé de carbamat d’etil (ureta), possible cancerigen huma ( Ough,

1976).
/ S Sulfat\
ugre Sulfit

[Acetaldehid ] ———> Acetil CoA CetoIidS
v A\ 4 -
Etanol Acids grassos CoA: Alcohols superiorg
A\ 4

IAcids grassosl IEstersl

\_ /

Figura 4. Origen dels compostos que formen part de 1’aroma del vi a partir del metabolisme del sucre,
aminoacids i sofre per part dels llevats (modificat, Henschke i Jiranek, 1993)[_1 Compostos que
contribueixen en I’aroma del vi.

1.a.2.3.1 Alcohols superiors

Els alcohols que es produeixen a la FAL amb un nombre major d’atoms de
carboni que I’etanol, es denominen alcohols superiors. Els alcohols superiors que son
produits en més quantitat a llarg de la FAL pels llevats son els alcohols alifatics n-
propanol, 2-metil-1-propanol (isobutanol), 2-metil-1-butanol (alcohol amilic actiu), 3-
metil-1-butanol (alcohol isoamilic), 1 els alcohols aromatics hexanol i 2-feniletanol
(Henschke 1 Jiranek, 1993). La formaci6 transcorre paral-lelament a la formacié de
I’etanol, a excepcid del 1-propanol, el qual augmenta sobre mitja fermentacio (Bell i
col, 1979). L’origen d’aquests compostos volatils és tant de la metabolitzacio del sucres
com dels aminoacids, sobretot dels aminoacids ramificats , leucina, isoleucina i valina.
La contribuci6 d’aquest segon mecanisme de formacidé d’alcohol superior sobre total és

menor al de la degradacié de sucres (Rapp i Versini, 1997).
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Els cetoacids formats a partir de la desaminacido (o transaminacid) dels
aminoacids poden ser excretats directament o excretats després de la descarboxilacié en
aldéhid 1 reduccié en alcohol. Aquest mecanisme rep el nom de reaccions d’Ehrlich

(Figura 5).

~ ~N
1|{ Desaminacio Ili Descarboxilacio Ili Reduccio
HC — NH; C=0 H—C=0 H=— C—0H
| | |
COOH COOH H
NH, CO, NADH+H" NAD'
Aminoacid Cetoacid Aldéhid Alcohol
\ _J/

Figura 5. Reaccions d’Ehrlich, que dona alcohols superiors a partir d’aminoacids.

La darrera reacci6 tindria un paper important en el metabolisme de la FAL, ja
que actuaria com a sicronitzador fi de la reoxidaci6 de NADH (van Dijken 1 Scheffers,

1986; Quain, 1988).

Es pot assignar un possible precursor aminoacidic a molts alcohols superiors
(Taula 9), pero altres, com el I-butanol, no tenen precursor possible en forma
d’aminoacid, i for¢osament provenen dels sucres. Altres alcohols, encara tenint un
possible precursor aminoacidic, provenen majoritariament del sucres. Seria el cas del 3-

metil-1-butanol (alcohol isoamilic) i 1-propanol (Ribéreau-Gayon i col., 1998).

Pel que s’ha comentat anteriorment i1 estudis metabolics amb precursors
aminoacidics marcats radioactivament (Chen, 1978) no es demostra una relacio directa

entre el possible precursor i I’alcohol superior corresponent.

A excepci6 del feniletanol, 1’olor del qual recorda a la rosa, els altres alcohols
superiors del vi solen ser més aviat desagradables al nas. Donen olors a dissolvents
(alcohol isoamilic) o col cuita (metionol). Les quantitats trobades als vins estan per sota
dels llindars de percepcio (300 mg/l), 1 intervenen per tant en la intensitat i complexitat
aromatica global del vi (Ribéreau-Gayon, 1998). Aixi doncs, la practica enologica ha

d’estar encaminada a limitar la seva formacio.
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Taula 9. Principals alcohols superiors que es troben al vi, i els possibles precursors (aminoacids) i
intermediaris (Henschke i Jiranek, 1993; Cabanis i col. 1998; Ribéreau-Gayon, 1998).

Aminoacid Cetoacid Aldéhid Alcohol Contingut en
vi (mg/l)
Acid 2-amino- Acid cetobutiric Propionald¢hid 1-Propanol 10-50
butiric
- - - 1-Butanol 1-10
Valina Acid 2-cetoisovaléric Isobutialdehid  2-metil-1-propanol 50-150
Isoleucina Acid 2-ceto-3-metil- 2-metilbutir- 2-metil-1-butanol 30-100
valéric aldehid
Leucina Acid 2-cetoisocaproic Isovaleraldehid 3-metil-1-butanol 80-300
- - Hexanal 1-Hexanol 0,3-12
Fenilalanina Acid 3-fenil-2-ceto- - Feniletanol 10-100
propionic
Tirosina Acid 3-(4-hidroxyfenil)-2- - Tirosol 20-50
cetopropionic
Metionina - - Metionol 0-5
Triptofan - - Triptofol 0-1
Acid glutamic - - y-butirolactona 0-5

Les elevades temperatures de fermentacié (du Plessis, 1983; Castellari 1 col.,

1995), pH elevat i oxigenaci6é (Ribéreau-Gayon i col., 1998) sén condicions que fan

augmentar les quantitats d’alcohols superiors, no evitables en vinificaci6é en negre, perod

controlables en vinificacio en blanc. La clarificacid dels mostos per desfangament dels

mostos dona vins amb menor quantitat en alcohols superiors (du Plessis, 1983), 1 si

aquesta es realitza per filtracid, la produccié d’alcohols superiors és independent a la

temperatura de fermentaci6é (Houtman i du Plessis, 1981).

Molts treballs indiquen la influéncia de la composicid en compostos nitrogenats

del most sobre els nivells d’alcohols superiors en el vi (Rapp i Versini, 1997). En

general les mancances del most en nitrogen assimilable, porten a una formacio

incrementada en alcohols superiors total. Sembla ser, que sota aquestes condicions, el
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llevat al mobilitzar el nitrogen disponible per transaminacid, excretaria en forma

d’alcohol superior I’esquelet carbonat inutilitzat (Ribéreau-Gayon i col., 1998).

Per una altra banda, les quantitats de 1-propanol tenen una correlacio lineal
positiva amb la quantitat total de FAN, com demostra Seeber i col, 1991, a I’estudiar la
fermentacié de mostos de Chardonnay en varies anyades consecutives. La influéncia
dels compostos nitrogenats en 1’augment de 1-propanol en els vins queda corroborada
per les addicions de fosfat de diamoni en el most a fermentar (Ayripiat, 1971; Margheri
i col, 1986); per la fertilitzacid nitrogenada dels vinyers (Ough i Bell, 1980; Webster i
col., 1993); per la menor quantitat d’aquest alcohol trobat en vins de varietats
anomenades mediterranies (Garnatxa, Cinsault, i Carinyena) comparades amb varietats
a major contingut d’aminoacids com son les varietats Gamay i Pinot Noir (Bidan,
1975); per la verema mecanica que fa augmentar el contingut d’aminoacids comparant
amb la verema manual (Cantagrel, i col. 1982). Cal recordar, que I’origen del 1-
propanol no és per mecanisme Ehrlich, sind que prové del metabolisme de sucres, per
condensacid del piruvat i acetil CoA, i1 per tant aquesta correlacid s’explicaria per

efectes indirectes, com I’estimulacio del creixement i del metabolisme dels llevats.

Per contra, les quantitats de 3-metil-1-butanol, 2-metil-1-butanol i 2-feniletanol
al vi es correlacionen de manera negativa amb les quantitats de FAN i els corresponents
precursors aminoacidic (Ough i Bell, 1980; Cantagrel i col., 1982; Margheri i col,
1986; Seebericol., 1991).

El contingut en 2-metil-1-propanol del vi no esta correlacionat ni amb les
quantitats en most del seu precursor aminoacidic (valina) ni amb el contingut total

d’aminoacids (Ough i Bell, 1980; Cantagrel i col., 1982; Seeber i col., 1991 ).

Varis estudis indiquen que tant I’espécie com la soca tenen important implicacid
en la produccio d’alcohols superiors, i la produccié limitada (a excepcio del feniletanol)
¢és un criteri de seleccio. D’aquesta manera, Guymon i col., 1961 descriuen a 1’especie
de llevat Hansenula anomala com una productora de gran quantitat d’alcohols
superiors, perod té limitat el seu creixement en condicions de la FAL. Masneuf i col.

(1996) demostren que les soques de Saccharomyces bayanus produeixen més quantitats
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de feniletanol que les soques de S. cerevisiae. A més, entre les soques de S. cerevisiae

existeixen diferéncies en la produccio.

1.2.2.3.2 Esters

Els llevats al llarg de la FAL produeixen, gracies a les activitats esterases, varis
mg/l d’ésters, dels quals els més importants es poden agrupar segons el seu origen, en
acetats d’alcohols superiors 1 esters d’acids grassos de cadena mitjana. Aixi mateix,
recentment s’han identificat al vi, esters etilics d’aminoacids, la implicaci6 dels quals en
I’aroma esta encara en estudi (Herraiz i Ough, 1993). Els ésters d’alcohol superior amb
més rellevancia al vi sén 1’acetat d’isoamil, amb olor de banana, i1 ’acetat de feniletil,

amb olor a rosa (Ribéreau-Gayon i col., 1998).

Per la seva banda, els ésters d’acids grassos de cadena mitjana no tenen lligams
amb el metabolisme nitrogenat. Els llevats sintetitzen els acetats de la mateixa manera
que sintetitzen els acids grassos; I’hidrolisi amb aigua dels derivats acetilCoA dona els
acids grassos, 1 de la mateixa manera, I’hidrolisi amb etanol déna els acetats (Rapp i
Versini, 1997). D’ aquesta manera, la formaci6 d’aquests ésters esta relacionada amb la
disponibilitat d’alcohol i la demanda d’acetil-CoA del llevat per a la sintesi d’acids
grassos (Nordstrom, 1964; Nykénen, 1986). Aquests €sters son més interessants que els
anteriors en el pla aromatic. Aixi, ’hexanoat d’etil denota olors florals i fruitats que

evoquen a la poma verda; el decanoat d’etil té una olor més sabonosa.

La Taula 10 mostra una relacié d’ésters volatils que es poden trobar en vins
negres 1 blancs. La volatilitat d’aquests depén de la grandaria molecular, per la qual
cosa segons la temperatura de la FAL predominaran més uns que altres. Aixi, les baixes
temperatures de la FAL (10 °C) produeixen 1 retenen els €sters que aporten notes
fruitades (acetat d’isoamil, acetat d’isobutil, butirat d’etil, acetat d’hexil). A més
temperatura, de 15 a 20 °C, es produeixen i retenen els esters molt olorosos, octanoat
d’etil i acetat 2-feniletil (Killian i Ough, 1979). Per tant, els vins produits a baixes
temperatures es caracteritzen per les notes fruitades 1 sabonoses associades a alguns

esters (Rapp 1 Versini, 1997).

Quan millor és el desfangament en el procés de vinificacid en blanc, més

quantitats d’ésters es troben en el vi (Ribéreau-Gayon 1 col. 1998).
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Taula 10. Continguts de ésters volatils en vins negres i blancs (Cabanis i col., 1998).

Ester Vins Negres Vins Blancs

Minim Maxim Minim Maxim

Formiat d’etil 0,2 2.8 0,01 2,2
Acetat de metil 0,05 0,13 ND 0,1
Acetat d’etil 41 180 26 160
Lactat d’etil 10 25 3 15

Propionat d’etil 0,05 0,25 ND 4
Metil —2-propionat 0,03 1 0,02 0,8

d’etil
Acetat de metil- 2- 0,01 0,9 0,01 0,8
propil

Acetat d’isoamil 0,2 1 1,1 6

Butirat d’etil 0,01 3 0,02 3
Metil —2-butirat d’etil ND 0,9 ND 0,32
Acetat de fenil-2-etil 0,01 2,1 0,1 4,5
Metil-3-butirat d’etil ND 0,7 ND 0,7

Acetat de metil- 3- 0,03 8 0,03 8

butil

Hexanoat d’etil 0,07 1,1 0,09 1,5

Octonat d’etil 0,5 3.4 0,6 4
Decanoat d’etil 0,3 1,8 0,36 2,5
Dodecanoat d’etil 0,1 5 0,05 0,7
Acetat d’hexil 0,1 0,6 0,07 0,5
Acetat de fenil-2-etil 0,01 2,1 0,1 4.5

ND: No detectat.

La incidéncia del contingut nitrogenat del most sobre els nivells d’esters és
diferent segons 1’¢éster en qiiestio, com passava amb els alcohols superiors. Els dos
acetats d’alcohols superiors, acetat d’isoamil i acetat d’hexil, es correlacionen
positivament mentres que [’acetat feniletil es correlaciona negativament amb el
contingut de nitrogen en el most (Ough i Lee, 1981, Webster i col, 1993; Guitart i col.,

1999). Per la seva banda, els esters d’acids grassos es correlacionen positivament amb el
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contingut de nitrogen del most , i en concret I’hexanoat d’etil, octanoat d’etil i decanoat
d’etil (Bell i col., 1979; Ough 1 El, 1981, Webster i col, 1993; Guitart i col., 1999). Aixi

doncs, els mostos rics en nitrogen assimilable donen vins amb més aromes fruitades.

S’aprecien diferéncies de producci6 d’esters en funcid de les especies i soques

de llevats (Soles i col, 1982; Ribéreau-Gayon, 1998; Lema i Garcia, 2000).

1.a.2.3.3 Sulfur d’hidrogen

El sulfur d’hidrogen (H»,S) i, en general, els compostos sulfurats derivats, poden
contribuir de manera significativa a I’aroma del vi, degut a les seves reactivitats i als
llindars baixos de percepcid (Schutte, 1975; Peppard, 1988). El H,S t¢ una aroma
desagradable que recorda a ous podrits, quan les quantitats al vi superen el llindar de
percepcio, que és de 10 a 100 pg/l (Lambrechts i Pretorius, 2000). En vins joves, la
produccio de 20 a 30 pg/l de H,S pot contribuir de manera favorable a 1’aroma de llevat
(Dittrich i1 Sataudenmayer, 1970). Estudis recents indiquen que grans quantitats de H,S
poden ser la causa de la produccid d’altres compostos sulfurats volatils no desitjats
(Rauhut i Kiirbel, 1994 a,b). Unes de les possibles fonts de H,S és la reduccio del sofre
elemental per part dels llevats, residu de les aplicacions fitosanitaries dels vinyers

(Schiitz i Kunkee, 1977).

El llevat pot formar H,S a partir del sofre elemental, sulfat, sulfit i cisteina
(Rauhut, 1993). Aquest compost és producte de la Seqiiéncia de Reduccio del Sulfat
(SRS), en la qual, I’'H,S és un intermediari de la biosintesi de tots els compostos que
contenen sofre, inclosos els aminoacids, metionina i cisteina, i el donador de grups
metil, S-adenosilmetionina. D’aquesta manera la seva produccio en el vi esta

relacionada tant amb el metabolisme del sofre com del nitrogen.

Les altes temperatures de fermentacid, pHs alts 1 mostos poc desfangats donen
lloc a vins a més continguts en H,S (Rauhut, 1993). Aixi mateix, les deficiéncies en
pirodoxina (vitamina Be) 1 acid pantoténic, els quals son necessaris per a la sintesi de
metionina i cisteina , respectivament, també provoquen grans produccions de H,S. La
soca de llevat també té una incidéncia cabdal en la formacié d’H,S, fins al punt que és

un criteri de seleccié (Lambrechts i Pretorius, 2000).
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1.a.2.3.4 Carbamat d’etil

Degut a que el carbamat d’etil és considerat com un possible cancerigen huma
que es produeix en molts aliments i begudes fermentades per la propia activitat
metabolica dels microorganismes (Ough, 1976), diferents recerques van encaminades a
estudiar 1’origen 1 factors que afavoreixen la seva produccio en el vi, a fi de reduir al
maxim les seves quantitats. Si bé, els vins joves no contenen nivells de carbamat d’etil
detectables (< 10 nug/l), els precursors necessaris presents poden generar aquest compost
quan el vi envelleix o s’emmagatzema a altes temperatures (Ough 1 col., 1988). Les
begudes viniques amb gran quantitat d’alcohol, com soén els Jerez, vins de postres i
destil-lats, contenen més carbamat d’etil que els vins joves. L’aparici6 d’aquest compost
en aquestes begudes, esta motivat per la reactivitat dels compostos carbamils, com
poden ser la urea o la citrulina (en menys mesura), amb 1’etanol en condicions acides
(Ough i col., 1988):

NH,-CO- NH, + C,H,OH » NH,-CO-O-CH,-CHj;

En el passat, un origen obvi de la urea, eren els compostos que contenen aquesta
font nitrogenada pels llevats utilitzats per a afavorir la fermentacio (Ingledew i col.,
1987), 1 I’abus de fertilitzants que contenen urea en els vinyers (Lambrechts i Pretorius,
2000). L’origen principal d’urea a llarg de la FAL ¢s la ruptura enzimatica de I’arginina
per ’arginasa , que allibera urea i ornitina (Monterio i col. 1989). La urea pot ser
finalment degradada en amoni i CO, per la urea carboxilasa i al-lofanat hidrolasa

(Davis, 1986).

Una soluci6 viable per a I’eliminacid de la urea als vins, proposada per Ough 1

Trioli, 1988, 1 aprovada per I’OIV (Pretorius, 2000), és 1’ts de la ureasa acida.

1.a.3 Adjuvants nitrogenats

La industria vitivinicola recorre a diferents additius per corregir deficiéncies
nutritives de mostos, a fi d’evitar problemes en aturades o endarreriments de les
fermentacions alcohodliques, 1 aconseguir una qualitat Optima del vi. Aixi, es poden
distingir tres categories de deficiéncies nutritives que tenen una incidéncia sobre la

FAL: nitrogen assimilable, factors de creixement (vitamines) i factors de superviveéncia
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(esterols, acids grassos insaturats i O,) . Aquests darrers factors no es tracten

directament en aquesta tesi.

Com ja s’ha indicat, el minim nitrogen assimilable necessari pels llevats per a
que portin a terme la FAL es situa entre 140 i 150 mg/l. Trioli, 1997, agrupa els mostos
italians en rangs de quantitats de nitrogen assimilable relacionat amb la fermentabilitat i
qualitat del vi resultant. Aixi, els mostos per sota de 150 mg de nitrogen disponible per
litre, tenen compromesa tant la cinetica de fermentacié com la qualitat del vi; per a
nivells entre 150 1 250 mg/l , només la qualitat del vi pot ressentir-se; i finalment, valors
per sobre de 250 mg/l, es situarien en els nivells de seguretat. Les addicions tenen
I’objecte de situar les quantitats de nitrogen disponible dels mostos deficients dins

d’aquests nivells de seguretat, respectant el maxim imposat per la legislacio.

Diferents fonts nitrogenades son emprades per suplementar mostos deficients,
com les sals amoniacals (fosfat de diamoni, sulfat d’amoni), urea, extracte de llevats, 1

preparats comercials anomenats “yeast foods”.

A nivell practic, el sulfat d’amoni ( (NH4)>SO4 ) no és utilitzat perqué pot ser
una font de H,S. El fosfat de diamoni ( (NH4),HPO, ) és la font nitrogenada emprada
més estesa, el qual aporta un 21, 2 % de nitrogen p/p. Valors per sobre de 300 mg/l sén
quantitats permissibles per la legislacio viticola europea (Henschke i Jiranek, 1993).
L’addicié de fosfat de diamoni en qualsevol moment de la fase exponencial de
creixement del llevat, fa augmentar rapidament el creixement dels llevats i la velocitat
de fermentacid, de manera que disminueix el temps total de fermentacio (Jiranek 1 col.,
1993). L’efectivitat de les addicions de fosfat de diamoni en ’augment de biomassa i en
la velocitat de fermentacié, minven a mesura que es retarda 1’addicid respecte a
I’addici6 I’inici de la FAL. En canvi, la reduccié de temps total de fermentaci6 és
similar a I’addici6 realitzada I’inici (Bely i col., 1991). Aquesta observacio té¢ unes
repercussions técniques importants. L’energia necessaria per mantenir una fermentacio
isoterma és proporcional al canvi de la velocitat de la FAL. Per tant, si es consideren els
dos parametres, durada de la FAL i requeriment d’energia per regular la temperatura, el
millor moment d’addici6 d’una font nitrogenada seria a la meitat de la progressio de la
FAL (Sablayrolles, 1997). Durant la fase estacionaria de la FAL, ’addici6 de fosfat de

diamoni estimula progressivament menys el creixement dels llevats, i es torna
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insignificant a mitja fase estacionaria. El maxim de resposta, en aquestes addicions, es
retarda 1 és menor. També, aquestes addicions es tornen menys efectives per reduir el
temps total de fermentaci6 (Bely i col., 1991). L’explicacié bioquimica d’aquestes
observacions ¢s fonamenta en la fallida dels mecanismes de transport del llevat en
presencia d’etanol (veure apartat a.2.1.). La resposta a 1’addicié és dependent de la
quantitat inicial de nitrogen disponible pels llevats. Per tant, la resposta s’observa més
important en mostos amb concentracions baixes de nitrogen, i no s’aprecia gairebé amb

aquells que el nitrogen disponible excedeix a 300 mg/l (Bely i col., 1991).

En relacié a la qualitat del vi, les addicions de fosfat de diamoni augmenten
significativament el contingut en esters del vi, 1 disminueixen les quantitats d’alcohols
superiors (Rapp i Versini, 1997). Vos i col, 1979 i Tromp, 1984, mostren que les
addicions disminueixen la formacidé d’H,S. Per tant, les addicions de fosfat de diamoni

1, en general, de font nitrogenada, contribueixen a la qualitat aromatica del vi.

Els extractes de llevats, aporten, a part de fonts nitrogenades en forma
d’aminoacids, factors de creixement i de supervivencia. Sota diferents marques, es
troben els “yeast foods”, que son mescles de fonts nitrogenades, vitamines, sals
minerals, extractes de llevats en proporcions elaborades pels fabricants. Es solen afegir

alhora amb el fosfat de diamoni.

La tiamina pot ser limitant i provocar endarreriments de la FAL aixi com
aturades (veure apartat a.1.7.). La limitacié no és deguda a quantitats baixes en els
mostos sind a tractaments pre-fermentatius (Ournac 1 Flanzy, 1970). Els llevats
I’incorporen rapidament gracies a un transport actiu (veure apartat a.2.1.), provocant un
fenomen de mancanga induida. Les necessitats en tiamina son menors per a mostos amb
menor quantitat de nitrogen assimilable (Sablayrolles i col., 1996). La tiamina s’afegeix

en forma d’hidroclorit de tiamina.
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1.b Sucres: glucosa i fructosa

1.b.1 Composicio en el most i vi: factors que la condiciona

La concentracié inicial en sucres fermentables, glucosa i fructosa, del most
determina la concentracié final d’etanol del vi, aixi mateix la temperatura de la FAL,
donat que com més etanol s’evapora en les fermentacions més calentes i rapides. Per
aquest motiu, el contingut de sucres del raim és un factor determinant per decidir les

dates de verema.

Per una altra banda, la quantitat inicial de sucres influeix de manera evident
I’inici, el desenvolupament i I’acabament de la FAL. Aixi, les concentracions de sucre
del most son suficientment elevades per alentir el creixement inicial dels llevats (fase de
laténcia), fenomen conegut com inhibici6 per substrat (Boulton, 1980). Les
fermentacions a temperatura no controlada de mostos amb més contingut de sucre
acaben abans que aquelles amb menys contingut sucre, degut a la major dissipaci6 de
calor de les primeres (Boulton, 1980). Per contra, Dubois i col., 1996, arriben a la
conclusié que la concentracidé de sucre inicial, a causa de I’efecte toxic d’etanol sobre
els llevats, és el parametre que més incideix en els finals de fermentacions a temperatura
controlada de mostos no deficients en components nitrogenats. La concentraci6 de sucre

inicial estaria correlacionada de manera positiva amb el risc d’aturada de fermentacio.

Si bé, la demanda minima de nitrogen per portar a terme la FAL és bastant
independent de la concentracid inicial de sucre (veure apartat 1.a.1.), a excepcio de
valors extrems, de manera que s’observa una major demanda de nitrogen per mostos

amb continguts molt grans de sucre, i a I’inrevés (Jiranek i col., 1993).

Les quantitats de sucres que es deixen després de la FAL determinen el tipus de
vi. Unes quantitats relativament altes son propies de vins dolgos o de postres, i resulten
indesitjables per gran part del vins de taula o secs. Des del punt de vista organoléptic,
les quantitats de sucre residual s’han de mantenir equilibrades amb les quantitats

d’etanol 1 acids en el producte acabat (Bisson, 1993).
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Generalment el contingut de sucre total del most destinat a vi conté unes
concentracions de sucre que van de 140 a 260 g/l (Taula 2). Aquest sucre
majoritariament consisteix en glucosa 1 fructosa, en concentracions equimolars, ja que
prové de la ruptura de la sacarosa en el gra de raim, i conseqlientment , es troben traces
de sacarosa al most. Les pentoses, les quals no serveixen a Saccharomyces com a
substrats  de creixement 1 d’obtenci6é d’energia, també es troben en Dbaixes
concentracions. Al most de raim no es troben concentracions importants de manosa,
galactosa, maltosa o rafinosa, que son sucres facilment metabolitzables per

Saccharomyces (Walker, 1998).

La concentracio de sucre del most depén de la varietat, moment de verema, de la
composicidé del sol 1 del clima, aixi com de la disposicié del conreu (densitat de
plantacio), dels tractaments, tal com la fertilitzaci6 i la irrigacid, i dels rendiments. La
Taula 11 ens mostra la incidéncia de la varietat, clima 1 rendiments sobre la
concentracio de sucre del most.

Taula 11. Relacio entre la concentracid de sucre al most (expressat com grau probable) i la varietat, clima
i produccié en diferents localitats viticoles de Catalunya (modificat de DARP, 1993).

Localitzacié/varietat Densitat (ceps/ha) Producci6 Grau probable (g/1)
Kg/ha Kg/cep

La Granada 2.550

Ull de llebre 4,6 12
Carinyena 5,3 10,5
Cabernet sauvignon 3,7 12,4
Brafim 2.600

Ull de llebre 14.072 5,4 10,8
Cabernet sauvignon 9.983 3.8 11,1
Barbera 2.520

Ull de llebre 14.666 5.8 10,6
Carinyena 18.640 7.4 9.4
Cabernet sauvignon 12.081 4.8 11,6
Verdu 2.390

Ull de llebre 8.117 3,2 11,8
Carinyena 9.100 3,2 11,6
Cabernet sauvignon 5.960 2,5 13,7
Falset 2.740

Ull de llebre 6.622 2.4 11,1
Carinyena 15.381 5.6 10,9
Cabernet sauvignon 7.963 2.9 11,9

48



Introduccio

1.b.2 Captacio, metabolisme i productes

La glucosa 1 la fructosa son les fonts principals de carboni i energia que
Saccharomyces té per a desenvolupar-se en el most de raim. Les condicions propies del
most d’elevada concentracio de les esmentades hexoses, fa que S. cerevisiae segueixi
una ruta catabolica dels sucres predominantment fermentativa, en preséncia fins i tot
d’oxigen. Aquest fenomen s’anomena efecte Crabtree, o de la glucosa, o contra efecte
Pasteur, per indicar que D’efecte Pasteur no es verifica quan hi ha una elevada
concentracio de glucosa (Walker, 1998). Kéippeli i Sonnleitner, 1986, assenyalen que el
metabolisme  fermentatiu en preséncia d’oxigen caldria referir-ho com
respirofermentatiu, per denotar que sempre existeixen unes capacitats respiratories
minimes. En condicions anaerobiques, el catabolisme de les hexoses és absolutament
fermentatiu, i1 el creixement de Saccharomyces es troba interromput per I’abséncia
d’esterols 1 acids grassos, els quals només es poden sintetitzar en ambient aerobic

(Walker, 1998).

L’efecte Crabtree només es manifesta, en llevats sensibles a la glucosa com ¢s el
cas de S. cerevisiae. El sentit fisiologic d’aquest efecte és la major capacitat de
recuperacié del NAD', provenint del NADH format durant la glucolisi, del procés
fermentatiu respecte a la respiracid. La glucosa present al medi o algun producte inicial
del seu metabolisme reprimirien la sintesi de diferents enzims respiratoris i
gluconeogenics (repressio per catabolit). A més, I’efecte repressor de la glucosa actuaria
sobre la morfogénesi del mitocondri, la qual durant la fermentacié no t¢ membrana
interna ni crestes. Aquestes estructures tornen a apareixer quan el metabolisme aerobic
desplaga a la FAL (Walker, 1998). Si b¢, la funcionalitat respiratoria del mitocondri no
€s operativa, sembla que s’hi donen diferents funcions cel-lulars essencials que son
critiques per a I’eficiencia de la FAL i la qualitat del producte final (O’Connor-Cox 1

col., 1996).
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Per una altra banda, la glucosa pot inactivar rapidament enzims gluconeogenics
(inactivacid per catabolit) com la fructosa 1,6-bisfosfatasa, mitjangant fosforilacid per

una quinasa dependent d’AMP ciclic (Walker, 1998).

/ Respiracio aerobica Fermentaci6 anaerobica \

Glucosa 6-fosfat

Triosas fosfats

. 02
Pirdvat,
) Cicle d P’acid citric i Etanol Oxaloacetat
Oxigen: fosforilacié oxidativa
v v CO; Succinat

CO, ATP

I — Succinat

\ Produccio6 de biomassa de llevat Produccio de productes de fermentacio

Figura 6. Esquema de les vies cataboliques principals dels llevats.

En el sector industrial s’afavoreix el metabolisme respiratiu o fermentatiu segons
els objectius, formacidé de biomassa cellular o de productes de fermentacio,

respectivament (Figura 6).

A continuacié s’aporten detalls sobre la captacié del sucres, metabolitzacid
mitjangant el procés fermentatiu, desviacions de la FAL i productes resultants, que

tenen una incideéncia en la qualitat del producte final.

1.b.2.1 Captacio

El transport dels sucres dins de la cél-lula de llevat per difusié facilitada es pot
considerar com el primer pas de la glucolisi , 1 conseqiientment de la FAL. Es pensa
que podria ser un punt clau del flux glicolitic sota les condicions anaerobiques (Bisson,
1993), no només per ser I’etapa més lenta del catabolisme del sucres, sin6 pel control
sobre el sistema de transport en consonancia amb les condicions metaboliques i

fisiologiques de la cel-lula (McClellan 1 col., 1989). Aixi doncs, la velocitat del flux a
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través de la glucolisi és equivalent a la velocitat de flux del transport de sucres (Bisson,
1999). En el transport de sucres en Saccharomyces estan implicats diferents
transportadors que s’expressen sota condicions especifiques, per la qual cosa és un
procés complex, i es desconeix les funcions fisiologiques de tots ells (Kruckeberg i

Bisson, 1990; Bisson, 1999).

Es distingeixen principalment tres grups de transportadors en Saccharomyces
codificats per la familia multigénica anomenada gens HXT (transportadors d’hexoses),

composada per 18 membres (de HXT1 a HXT17 i GAL2) (Taula 12).

Taula 12. Transportadors de sucres de Saccharomyces cerevisiae.

Transportador K, glucosa (mM) K,, fructosa (mM) Expressié genica Observacio

No es troben en

Hxt6p, Hxt7p i 1-2 5-7 - presencia d’alt
Gal2p contigut de sucre
No es troben en
Hxt2p i Hxtdp 10 10 -/+ presencia d’alt
contigut de sucre
Activitat
Hxtlp i Hxt3p 50-200 250-700 C indepedent a la

quantitat de sucre.
Activitat decau en
fase estacionaria.

-: repressié per glucosa; +: induccidé per glucosa; c: expressié constitutiva. McClellan i col., 1989;
Reifenberger i col., 1997; Bisson, 1999.

Vist que les quantitats de sucre del most és 20 % (p/v) o més, i el sucre residual
generalment dels vins és de 11 2 % (p/v), es pot pensar que els transportadors d’alta

afinitat no intervenen de manera important durant la vinificacio.

La glucosa exerceix com a factor clau en la regulacié de ’expressio dels gens
HXT mitjangant proteines reguladores que detecten la preséncia de glucosa, i no estan
implicades directament en el transport, com son els productes dels gens SNF3 1 RGT2
(Bisson, 1999). Els nivells de nitrogen també influeix sobre I’expressié dels gens HXT

(Bisson, 1999).
Cal indicar, que la velocitat de renovament (turnover) dels transportadors de

sucres de la membrana del llevat és molt rapida mitjancant degradacid al vactol. Aixo

permet una regulaci6 fina dels transportadors presents a la membrana en sintonia amb
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les condicions del medi, 1 permet explicar perque nivells baixos de nitrogen donen lloc a

aturades o endarreriments de la FAL (Busturia i Laguna, 1986).

Alguns autors indiquen que I’etanol exerceix un efecte inhibitori directe (no
competitiu) sobre el transport del sucre (Leao i Van Uden, 1985), i/o0 incideix sobre
propietats de la membrana, com ocorre amb el transport dels compostos nitrogenats
(veure apartat 1.a.2.1.). Alteracions en propietats de la membrana afectarien als canvis
conformacionals de les proteines per a dur a terme el transport. Actualment es proposa
que els efectes de 1’etanol sobre la membrana no sén a nivell d’alteracié de la fluidesa
de la membrana, sind per incidéncia amb interaccions polars, dieléctriques, i de ponts
d’hidrogen sobre caps 1 grups polars dels fosfolipids 1 proteines integrals,
respectivament. El llevat respon incrementant a nivell de membrana la proporci6 d’acids
grassos insaturats i ergosterol, i disminuint el contingut de proteina (Jones, 1990;

Bisson , 1999).

La temperatura afecta a la fluidesa de la membrana, i per tant al rendiment del
transport. Temperatures massa baixes redueixen la fluidesa de la membrana i limiten el
canvis conformacionals dels transportadors, mentre que temperatures altes incrementen
la fluidesa, 1 provoquen una dissociacié massa gran de 1’estructura del transportador
durant el canvi conformacional. Aixi doncs, tant I’etanol com la temperatura actuen
sobre la mateixa funci6 cel‘lular, i és de no estranyar que ambdos factors afectin la FAL

de manera sinergica (Bisson, 1999).

Els transportadors de sucres tenen major afinitat per la glucosa que per la
fructosa, degut a que la fructosa és presenta en solucié en forma de furanosa al voltant
d’un 30 %, mentre que la forma piranosa ¢€s la realment reconeguda pels transportadors
(Lagunas, 1993). Aix0 fa que la glucosa sigui consumida del most més rapidament en
relacid a la fructosa, i es canvii la relacid inicial de 1:1 d’ambdos sucres. Gafner i1
Schiitz, 1997, assenyalen que la relacié de glucosa i fructosa (GFR) de vins provinents
d’aturades o alentiments de fermentacid estan al voltant de 0,1 o per sota, en canvi els

vins elaborats sense problemes fermentatius estan per sobre de 0,5.

52



Introduccio

1.b.2.2 Glucolisi

Una vegada incorporades la glucosa i la fructosa, el segiient pas de la glucolisi
(Figura 8) és la fosforilacio del sucres. A Saccharomyces aquesta la du a terme una de
les tres quinases. La hexoquinasa II s’expressa de manera constitutiva i €s 1’isoenzim
majoritariament expressat durant la FAL en medis d’alt contingut en sucre (Bisson,
1993). Aquest isoenzim fosforila a la mateixa velocitat la glucosa i la fructosa
(Colowick, 1973). En canvi, la hexoquinasa I, 1’ expressi6 de la qual és reprimible per
la glucosa, té una velocitat de fosforilacid de la fructosa tres vegades més elevada
respecte a la velocitat de fosforilacié de la glucosa. (D’Amore i col., 1989). D’aquesta
manera, el llevat compensa la major velocitat de captacié i fosfolitzacié , 1 en definitiva
el major consum de la glucosa en relacio a la fructosa (Bisson, 1999), amb ’objecte de
mantenir el flux glucolitic. Schiitz i Garner, (1997), suggereixen que baixes expressions
de I’hexoquinasa I estan associades a soques susceptibles a provocar aturades o

endarreriments de fermentacio.

Dues quinases més, fosfofructoquinasa i piruvat quinasa, participen en la
glucolisi, que juntament amb les hexoquinases, catalitzen les reaccions irreversibles.
Les altres reaccions son reversibles, de manera que la glucolisi comparteix els mateixos
enzims amb la gluconeogénesi. Aquestes reaccions catalitzades per les quinases serien
etapes claus de la regulacié del flux glucolitic. La fofosfructoquinasa esta regulada per
gran nombre d’efectors al-lostérics, com AMP, ADP, ATP, P;, 6-fosfatfructosa, 1,6-
difosfatfructosa, amoni, i altres metabolits (Rhodes i col., 1986). Aixi mateix, la piruvat
quinasa, que catalitza la darrera reaccié de la glucolisi, també estaria sota el control
d’efectors al-lostérics, entre ells, I’amoni. La limitacio de nutrients nitrogenats tindria un
efecte sobre el flux de la glucolisi, i per tant de la FAL, a nivell de les reaccions

catalitzades per aquestes quinases (Bisson, 1993).

La glucolisi rendeix 2 molecules d’ATP i poder reductor en forma de NADH, el

qual és reoxidat a NAD" en les posteriors reaccions, propies de la FAL.

1.b.2.3 Del piruvat a I’etanol
Dues reaccions consecutives permeten la reoxidaciéo del NADH (Figura 7). Una
descarboxilacio del piruvat per I’enzim piruvat descarboxilasa, i la subsegiient reduccio

de I’acetaldehid a etanol per 1’alcohol-deshidrogenasa.

53



Introduccio

Dos isoenzims d’activitat piruvat descarboxilasa s’han aillat, PDC1 1 PDCS.
L’isoenzim PDC1 porta la major part de I’activitat piruvat descarboxilada (Hohmann i

Cederberg, 1990).

L’activitat alcohol deshidrogenasa esta representada per quatre isoenzims,
ADHI, ADHII, ADHIII i ADHIV (Walton i col., 1986). L’ADHI enzim citoplasmatic
esta implicat en la FAL. Igualment citoplasmatica, I’ADHII esta reprimida per les altes
concentracions de glucosa, i esta implicada en el consum d’etanol. L’ ADHIII, isoenzim
mitocondrial, es creu que té un paper en el creixement de Saccharomyces en etanol
(Bisson, 1993). Finalment, el darrer isoenzim d’alcohol-deshidrogenasa descobert,
ADHIV, confereix resisténcia a antimicina A 1 complementa la perdua de I’AHDI,

quan és sobreexpressada (Walton i col., 1986).

/ GlucosamGlucosa-G-fosfat -6-fosfat \
ADP

ATP ADP

Fructosa-1,6-bifosfat
4

5 N
Etanol Dihidroxiacetona fosfat——————=Gliceraldehid-3-fosfat

Acetaldéhid 1,3-Bifosfoglicerat

ADP
CO;z 1 7
TP
10
PlruvatﬁsfoenolplruvatY— -Fosfogllcerat<_3 -Fosfoglicerat
K ATP /

Figura 7. Via de la glucolisi i de la fermentacié alcoholica (FAL).

1: Hexoquinasa; 2: Fosfoglucosa-isomerasa; 3: Fosfofructoquinasa; 4: Aldolasa; 5: Triosa-fosfat
isomerasa; 6: Glicerald¢hid 3-fosfat-deshidrogenasa; 7: Fosfoglicerat-quinasa; 8: Fosfogliceromutasa; 9:
Enolasa; 10: Piruvat-quinasa; 11: Piruvat-descarboxilasa; 12: Alcohol-deshidrogenasa.
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1.b.2.4 Productes secundaris
No només es produeix etanol a partir del sucre incorporat mitjangant la FAL
durant la vinificacid, sind que el llevat produeix altres productes minoritaris i biomassa

(Taula 1, Figura 4), com a resultat de desviacions de la FAL.

L’anomenada fermentacié gliceropirtivica (Figura 8), €s una d’aquestes vies
alternatives de la FAL, que rendeix glicerol i piruvat, a més de productes secundaris de
la fermentacié que deriven d’aquest Ultim com diacetil, succinat i altres acids organics.
Aquest procés és molt actiu en els llevats crescuts en preséncia d’O,, com els provinents
d’un peu de cuba, acabats d’inocular al most. En aquests moments inicials, les cel-lules
respiren 1 les activats piruvat descarboxilasa i alcohol deshidrogenasa no estan gaire
expressades, produint-se els compostos esmentats i no etanol. Aquesta via reoxida el
NADH, sense una producci6 neta d’ATP. Gran part del glicerol es forma amb els
primers 100 grams de sucres i després minva la produccid, encara que la produccidé mai
¢és nul‘la. Per tant, la fermentaci6 gliceropirtvica esta solapada amb la FAL a llarg de la
vinificacio, de manera que cada vegada que una molécula de piruvat, provinent de la
glucolisi, no és utilitzada per la FAL perd serveix per la formacio de productes
secundaris, una molécula de glicerol es forma per reduccié de la dihidroxiacetona. La
produccio de glicerol permet al llevat eliminar NADH excedentari que prové de la
sintesi d’aminoacids, proteines i1 oxidacions generadores de productes secundaris.
D’aquesta manera, el llevat manté en equilibri el potencial oxid-reductor (Bisson, 1993;

Ribéreau-Gayon i col., 1998).

A nivell industrial la produccié de glicerol s’afavoreix afegint grans quantitats
de sulfurds al substrat a fermentar. L’acetaldéhid es combina amb el sulfurds i no es pot
reduir a etanol, afavorint d’aquesta manera la fermentacid gliceropirtvica (Ribéreau-
Gayon 1 col., 1998). Per una altra banda, el sulfurds es combina amb la tiamina, de
manera que ¢s eliminada de la cél-lula (Bisson, 1993). Cal recordar que la tiamina
participa en les reaccions de descarboxilacions, com la catalitzada per la piruvat-

descarboxilasa (veure apartat 1.a.1.7.).

Als vins negres, quantitats elevades de glicerol (10 g/l o més) contribueixen
favorablement a la qualitat, ja que aporta cos i franquesa. En canvi, als vins blancs

convé que no sobrepassi els 5 g/l (Rainieri i col., 1998).
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Els productes secundaris es formen a partir del piruvat, que no és transformat en
etanol. En les condicions anaerobiques de la vinificacid, aquest piruvat entra en un cicle
incomplet de I’acid citric al citosol mitjancant una carboxilaci6é catalitzada per la
piruvat-carboxilasa, que rendeix oxaloacetat. Aquest enzim té com a grup prostétic la
biotina, que fa de transportador de CO,, 1 requereix una molecula d’ATP. Les
successions de transformacions segueixen com el cicle del acid citric al mitocondri, que
es troba inactiu en aquestes condicions. La cadena de reaccions s’interromp a nivell del
succinat, degut a que ’activitat succinodeshidrogenasa requereix la preséncia de FAD,
coenzim estrictament respiratori. El succinat arriba a acumular-se entre valors de 0,5 a
1,5 g/l. El NADH produit durant aquestes reaccions, és reoxidat al formar-se glicerol a

partir de dihidroxiacetona (Ribéreau-Gayon i col., 1998).

La formacio d’acid acetic per part del llevat durant la FAL és dependent de la
soca (Bisson, 1993). L’origen bioquimic no esta gaire elucidat. Pot provenir de
I’hidrolisi de I’acetil-CoA, el qual prové de la descarboxilacié oxidativa del piruvat,
reaccio catalitzada pel complex piruvat deshidrogenasa. Aquest complex es troba a la
matriu del mitocondri, i per tant, limitat en condicions de vinificaci6. Un altre origen, és
a partir de 1’oxidaci6 de 1’acetaldehid per part d’aldéhid deshidrogenasa, enzim actiu
durant la vinificacid, amb formacié de NADPH, utilitzat en la sintesi de lipids. L acetat
format s’uniria al coenzim A (CoA) per formar acetil-CoA gracies a 1’activitat de
I’acetil-CoA sintetasa. S’ha comprovat que les soques que produeixen menys acid acétic

son aquelles que tenen més activitat acetil-CoA sintetasa (Verduyn i col., 1990).

Les quantitats d’acid acétic en els vins, a 1’igual que el glicerol, son dependents
de les quantitats dels sucres inicials del most. Més grans son les quantitats de sucres del
most més acid acetic 1 glicerol produeix el llevat durant la FAL (Ribéreau-Gayon i col.,
1998). Altres factors que incideixen durant vinificacid, poden afavorir la produccié
d’acid acetic per part de Saccharomyces cerevisiae. Aixi, I’anaerobiosi, els pHs
extrems, certes caréncies d’aminoacids i vitamines del most, i les temperatures elevades,
son factors que fan augmentar la produccié d’acid acetic. Un factor addicional que esta
relacionat amb la vinificacié de blancs i1 rosats és el grau de desfangament. Un
desfangament molt estricte empobreix el most en lipids, vitamines i aminoacids, de
manera que es verifica un augment en les quantitats d’acid acétic en els vins (Ribéreau-

Gayon i col., 1998).
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El llevat pot produir acid lactic a partir dels sucres durant la FAL. Directament
per reduccido del piruvat per D’activitat D-(-)-lactat-deshidrogenasa, majoritaria en
condicions anaerobiques, s’arriben a produir entre 200 i 300 mg/l d’acid D-(-)-lactic i
unes desenes d’acid L-(+)-lactic. Aquest darrer enantiomer es produeix de manera
important durant la FML, portada a terme pels bacteris lactics (Ribéreau-Gayon i col.,

1998).

Aixi mateix, el llevat produeix diacetil, acetoina, compostos odorants que
recorden a la mantega, i 2,3-butanediol (Figura 4). Les quantitats del primers productes
produides pel llevats no arriben als llindars de percepcio, a diferéncia de les quantitats
produides pels bacteris lactics durant la FML. La condensacié entre una molecula
d’acetalde¢hid actiu combinat amb pirofosfat de tiamina i una molécula de piruvat
formen o-acetolactat; el diacetil prové de la descarboxilacié oxidativa de I’a-
acetolactat; 1’acetoina, pot provindre de la reduccid de diacetil, o directament de la
descarboxilacio no oxidativa de I’a-acetolactat; i finalment 2,3-butanediol es forma per
reduccié de D’acetoina, reaccid aquesta reversible. El diacetil es produeix des del
principi de la FAL, pero és rapidament reduit a acetoina i 2-3-butanediol. Aquesta
reduccié es prolonga una vegada acabada la FAL quan els vins es conserven amb la

biomassa de llevats (Ribéreau-Gayon i col., 1998).

Finalment, dos productes sense cap incidéncia organoléptica sintetitzats pels
llevats amb origen glucidic sén el citramalat (0-300 mg/l) i dimetilglicerat (0-600
mg/l). Es formen per condensacié de I’acetil-CoA i I’acid piravic (Ribéreau-Gayon i

col., 1998).
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Figura 8. Via de la fermentacio gliceropiravica.
1: Dihidroxiacetona-fosfat-reductasa. 2: Glicerol-fosfatasa.

2 Llevats: ecologia de les espécies i soques enologiques

Com s’ha descrit a la primera part, els llevats son els maxims responsables de la
transformacio de most en vi, 1 especificament, els llevats del genere Saccharomyces sén
els que realment duen a terme la FAL. No totes les espécies del génere Saccharomyces
intervenen en la FAL del most, 1 dins d’aquestes espécies enoldgiques hi han soques
més interessants que altres en termes fermentatius 1 d’obtencidé d’un producte de
qualitat. Cal indicar que els llevats no- Saccharomyces presents en el raim 1 en el most-
vi poden contribuir favorablement o no, i aquesta contribucid pot ser important en certes
vinificacions, per exemple en vinificacions a baixa temperatura i vinificacions

espontanies (Lema i Garcia-Jares, 2000).
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2.1 Llevats del raim i del vi

Els llevats son fongs superiors unicel-lulars que es multipliquen formant gemes.
A T’igual que els membres micel-liars (cenocitics), els llevats s’agrupen en base al seu
desenvolupament sexual, es a dir com formen les espores sexuals. Aixi,
filogenéticament es distingeixen dos grups, Ascomicets i Basidiomicets, tant en les
seves formes teleomorfiques (amb etapa sexual) com anamorfiques (sense etapa sexual)
(Kurtzman 1 Fell, 1998). Si bé, la diferenciacié taxonomica es sol fonamentar en
caracteristiques morfologiques i fisiologiques (Krejer-van Rij, 1984; Barnett i col.,

1990), representa en ocasions una incorrecta classificacié d’espécies.

Els llevats trobats al raim i al vi (llevats enologics) pertanyen principalment al
grup dels Ascomicets. D’entre varis milers d’espécies de llevats que es coneixen, els
llevats enologics estan representats per una quinzena (Ribéreau-Gayon, 1998) (veure

Taula 13).

La taxonomia del genere Saccharomyces ha anat canviant al llarg de la segona
meitat del segle XX, passant de la distincié d’unes 30 especies a 10. Els criteris basats
en la morfologia, fisiologia i bioquimica (p. e. perfil d’utilitzacié de sucres) han estat
substituits per criteris genetics. Aixi, Kreger-Van Rij, 1984, a partir dels treballs de
Yarrow 1 Nakase, 1975, sobre el percentatge de guanina i citosina de I’ADN dels
llevats, redueix el nombre d’espécies a set. Moltes espécies assignades com a diferents
segons el perfil d’utilitzacié de sucres, s’inclouen a I’espécie S. cerevisiae. Avui en dia,
enolegs, 1 en extensid els productors de llevats, wusen el terme de raca o varietat

fisiologica unit al nom S. cerevisiae, com a seqiiela de 1’antiga classificacio.

Finalment, Barnett i col., 1990, basant-se en els tests de reassociacio ADN-ADN
portats a terme per Vaughan Martini i Martini, 1987, i experiments d’hibridacid entre
soques (Naumov, 1987) canvia de nou la classificacido del geénere Saccharomyces.
Delimita 3 grups diferents que agrupen un total de 10 especies. El Grup I
(Saccharomyces sensu stricto), inclou als Saccharomyces enologics i cervesseres de
tipus “ale” (S. cerevisiae 1 S. bayanus), a les soques de llevats de cervessera de tipus
“lager” (S. pastorianus , que substitueix el nom de S. carlsbergensis), 1 S. paradoxus.
Aquesta darrera especie agrupa soques aillades en arbres, insectes i1 sols, i es

considerada com predecessora natural de les altres tres. Els llevats del Grup II
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(Saccharomyces sensu lato), S. darensis, S. exiguus, S. servazii, S. unisporus, S.
castelli, 1 del Grup III, S. kluyveri, no intervenen en la vinificacié (Ribéreau-Gayon i

col., 1998).

Taula 13. Principals espécies de llevats trobat al raim i al vi (Ribéreau-Gayon, col., 1998) segons
classificacié de Kurtzman i Fell, 1998.

Ascomycota
Familia Familia Familia Familia Familia
Saccharimycodaceae Saccharomycetaceae Spermophtoracae Candidaceae
Schizosaccharomycetaceae
Schizosaccharomyces pombe Saccharomycodes Saccharomyces cerevisiae | Metschnikowia (Candida
ludwigii pulcherrima stellata)
Saccharomyces bayanus
Hanseniaspora uvarum (Candida vini)
(Kloeckera apiculat) ? | Debaryomyces sp. ?
(Candida
Dekkera anomala ? famata)
Dekkera bruxellensis
(Brettanomyces

bruxellensis) ?
Hansenula mrakii

Kluyveromyces
thermolerens

Pichia anomala ?
Pichia fermentens ?
Pichia membranefociens ?

Zygosaccharomyces bailii

Torulaspora delbreuckii

Basidiomycota

Familia

(Rhodotorula sp.)

(anamorf); ?: ubicacio no totalment confirmada.

Abundants treballs sobre 1’ecologia dels llevats al raim i al vi s’han realitzat en
diferents zones viticoles del mén (Fleet i Heard, 1993; Ribéreau-Gayon i col., 1998) les
conclusions de les quals han estat validades o renovades amb treballs recents (Querol, i
col. 1994; Guillamén 1 col., 1996; Constanti i col., 1997; Egli 1 col., 1998). A la
superficie del raim es verifica una successid d’especies, les poblacions totals de les
quals poden arribar de 10° a 10* céllules just abans de la verema, depenent de la
situacio geografica del conreu, de la climatologia durant la maduracio, I’estat sanitari de
la verema 1 els tractaments fitosanitaris aplicats. El nombre d’espécies que s’hi
identifiquen és reduit. Es troben des de llevats estrictament oxidatius com els que

pertanyen al génere Rhodotorula, a féblement fermentatius, predominant l’especie
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Hanseniaspora uvarum (Kloeckera apiculata), 1 menys presents com Metschnikowia
pulcherrima, Candida famata, Candida stellata, Pichia membranefaciens, Pichia
fermentants, Hansenula anomala (Ribéreau-Gayon i col., 1998).

Tots aquests treballs coincideixen en assenyalar la reduida preseéncia de les
especies fermentatives S. cerevisiae 1 S. bayanus sobre el raim, encara que s’hi troben.
Aix0, juntament amb 1’observacio de que els cellers de nova instal-lacié tenen dificultat
a portar a terme fermentacions espontanies, comparat amb les instal-lacions de
vinificacié ja utilitzades en campanyes anteriors, indicarien que d’alguna manera
aquests llevats es mantenen en les instal-lacions (parets, sols, maquinaria, ...) durant el
temps d’entrecampanya. Constanti i col., 1997, confirmen aquesta idea, en trobar
soques de llevats comercials inoculades en la campanya anterior en fermentacions
espontanies. Els llevats no-Saccharomyces colonitzen d’una manera encara més
important les instal-lacions dels cellers, fet que fa necessaria una higiene exhaustiva

(Ribéreau-Gayon i col., 1998).

El perfil dels llevats identificats en el most és molt similar als trobats en el raim
en les primeres hores d’omplir les tines, predominant els llevats apiculats (H. uvarum i
la seva forma anamorfica, K. apicula) 1 M. pulcherrima. En condicions normals de
vinificacid espontania, les poblacions de S. cerevisiae es desenvolupen després d’una
vintena d’hores, coexistint amb llevats del raim. Aquests darrers desapareixen
rapidament a I’inici de la fermentacid. S. cerevisiae es selecciona, en detriment dels
llevats no-Saccharomyces, sota la pressi6 de quatre parametres de major pes com son,
I’aenarobiosi, el sulfitat de la verema i el most, la quantitat de sucre, i la preséncia

creixent d’etanol.

En les vinificacions en blanc, existeix un empobriment de llevats al most degut a
I’efecte de separar la pellofa després de la premsada i del desfangat, almenys les
primeres veremes de la campanya. Avancada la campanya, S. cerevisiae contamina el
material de collita, el de transport del raim, i sobretot el d’acollida, com sén
I’esgranadora 1 premses; de manera que inicialment al most pot representar el 50 % de
la poblaci6 de llevats. Aquest fet, pot dificultar el desfangament del most destinat a vi
blanc, inclus a baixa temperatura degut al desenvolupament de la fermentacid

(Ribéreau-Gayon i col., 1998).
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A la darrera etapa de la FAL, la fase estacionaria, les poblacions de S. cerevisiae
disminueixen de manera progressiva, arribant a poblacions mai inferiors a 10° cél-lules
per ml. En un principi, si la fermentacié s’ha caracteritzat per un consum rapid i
complet dels sucres, cap altre espécie de llevat apareix de manera important al final de
fermentacid. En canvi, en fermentacions dificultoses poden sorgir espeécies que

malmeten qualitativament el vi, com 1’aparicié de llevats del génere Brettanomyces.

Setmanes després de I’acabament de la FAL, les poblacions viables de S.
cerevisiae decauen rapidament per situar-se a nivells per sota de varis centenars de
cel-lules per ml. En aquests moments poden sorgir altres especies de llevats, que
provoquen alteracions als vins que segueixen un envelliment o que es conserven en
ampolla. Aixi, poden apar¢ixer llevats que desenvolupen un metabolisme oxidatiu de
I’etanol, com les especies de Pichia o Candida, 1 algunes soques de S. cerevisiae
apreciades per a la produccio de Vin Jaune del Jura i vins de Xerés. Altres especies dels
generes Brettanomyces o Dekkera, poden desenvolupar-se en anaerobiosis aprofitant els
sucres residuals no consumits per S. cerevisiae. Finalment, en vins dol¢os o licorosos
existeixen riscos de refermentacions al llarg de la crianca o en I’ampolla per la
proliferacié de Saccharomycodes ludwigii, Zygosaccharomyces bailii, aixi com per
certes soques de S. cerevesiae resistents a alts continguts d’etanol 1 SO,. (Sponholz,

1993).

2.2 Soques dels llevats vinificadors

L’espécie de llevat que porta el major pes en la vinificacio és S. cerevisiae, la
qual esta constituida per nombroses soques. Aquestes soques ofereixen propietats
tecnologiques extremadament variables. La soca té incidéncia en la capacitat de
fermentar fins a un cert grau d’alcohol 1 contingut de SO,, en la velocitat de
fermentacid, en la capacitat fermentativa a temperatures extremes, en la natura i
quantitat de productes secundaris produits, i en les caracteristiques aromatiques dels

vins (Ribéreau-Gayon i col., 1998).

Les tecniques basades en 1’estudi de I’ADN han permés estudiar I’ecologia dels
llevats nadius responsables de la fermentacid espontania de la verema. Aixi mateix, son
unes eines imprescindibles en la seleccio de les soques amb millors aptituds

enologiques, en el control de produccid de dites soques per part dels industrials de
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biomassa, en la verificaci6 d’implantaci6 de la soca inoculada, i en la creacid i

manteniment de les col-leccions de soques.

Les soques cercades pels industrials que puguin ser candidates a ser llevats
iniciadors de la fermentacid (starters) o llevats secs actius (LSA) han de reunir unes

certes caracteristiques, que es resumeixen a la Taula 14.

S’ha comprovat que la FAL, en vinificacions espontanies, es portada per una
successio de soques, de manera que van apareixent unes i/o desapareixent altres al llarg
de la fermentacid. Les fermentacions que es desenvolupen sense problemes es
caracteritzen per la presencia dominant de poques soques. En canvi, la preséncia de
moltes soques durant tota la fermentacié sol ser indicatiu de FALs problematiques
(Frezier i Dubourdieu, 1992; Querol i col, 1994; Masneuf, 1996; Constanti i col.,
1997).

La inoculaci6 de soques seleccionades implica en principi una imposicié rapida
de la soca introduida, encara que certes soques indigenes es mantenen amb unes

poblacions significativament elevades fins el final de la fermentacio.

La utilitzacié d’un equip de remuntatge per totes les tines de vinificacid en negre
assegura una rapida disseminacio de les soques inoculada i indigenes a altres tines sense
necessitat d’inocular-les. En canvi, en la vinificacid en blanc aquest efecte disseminador
no es verifica a nivell dels remuntatges, al no efectuar-se per a aquests tipus de vi. Si té
lloc a nivell de la premsada de la verema. Llavors només s’expandirien pel celler soques
indigenes, ja que la inoculacié de soques seleccionades s’efectua en etapes posteriors

(Ribéracau-Gayon, 1 col. 1998).

Els treballs d’ecologia de llevats d’una zona vitivinicola ressalten 1’existéncia
d’unes soques dominants en la FAL (una o dues per fermentacid), dins del conjunt de
soques de les poblacions fementatives, pel fet que es troben en anyades consecutives en
el mateix celler. Per certes zones vitivinicoles aquestes soques dominants estarien
dissiminades pel vinyer (Vezinhet i col. 1992; Versavaud i col. 1993). Aquest fet no és
sistematic, hi ha anyades que les soques dominants habituals no apareixen. En sentit

contrari a aquestes observacions, Torija 1 col., 2000, observen que per la zona del
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Priorat 1 Terra Alta, en cellers que mai han utilitzat LSAs, la fermentacidé es
desenvolupa gracies a una successido d’un gran nombre de soques, sense que hagi cap
soca dominant. Aquests autors argumenten que la falta d’una o unes soques
predominants €s motivada per abséncia de fenotip killer de les soques de la zona i la no

utilitzacio6 prévia de LSAs.

Taula 14. Caracteristiques desitjables i inadequades dels llevats vinics (Degre, 1993; Jiménez, 1994).

Adients No adients
Alta tolerancia al alcohol Produccid de SO,
Resisténcia al SO, Produccié de SH,

Rapid comencament de la fermentacié Produccio acidesa volatil
després de la rehidratacio.

Fermentacio completa dels sucres Produccié en excés d’acetat d’etil

Floculaci6 rapida acabada la fermentaci6  Produccio6 de acetaldehid i piruvat

Fermentacio a baixes temperatures Produccié d’escuma
Fermentacio sota pressio Formacio de precursors d’etil carbamat
Degradaci6 de I’acid malic Producci6 de polifenoloxidasa

Produccié de glicerol
Producci¢ de B-glucosidasa
Fenotip Killer

Resisténcia a la dessecacid 1 manteniment
de la viabilitat en estat sec

Balang apropiat d’isobutanol (0,04 g/1), n-
propanol (0,02 g/1) i alcohol amilic (0,15
gl

La idea de “llevat de clos” (“levure de cru”) no esta gens confirmada per les
observacions ecologiques, donat que certes soques indigenes, dominants en un clos
concret, es poden trobar ja sigui en closos propers o geograficament allunyats

(Ribéreau-Gayon i col. 1998).
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2.3 Incidencia qualitativa dels llevats no-Saccharomyces

La influéncia dels llevats no-Saccharomyces sobre el desenvolupament de la
FAL ja s’ha exposat a la part de metabolisme. Aqui s’insisteix sobre possibles
incidéncies d’aquest llevats sobre la qualitat final del vi. En aquest sentit els llevats
tindran major incidéncia en la mesura que s’allargui la seva preséncia en el most-vi.
Aix0 és possible, disminuint les concentracions de SO, o prescindint-ne i portant la
vinificacio per sota de 20 °C, de manera que el desenvolupament de S. cerevisiae i
conseqlientment 1’acumulacié d’alcohol estigui retardada (Fleet i Heard, 1993).
Addicionalment, les espécies de llevats no-Saccharomyces resisteixen en general més la
toxicitat de I’etanol a baixes temperatures (D’Amore i Stewart, 1987; Fleet i col.,

1989).

Fleet 1 Heard, 1993, ressenyen els potencials dels compostos volatils amb
influéncia organoléptica de les principals espécies de llevats no-Saccharomyces 1 S.
cerevisiae. En termes generals, els llevats no-Saccharomyces son poc alcoholigens en
comparacid amb S. cerevisiae; produeixen més acid acétic, a excepcid de M.
pulcherrima, 1 acetat d’etil, a destacar H. anomala; son pocs productors d’alcohols

superiors i acetaldehid.

Diferents treballs comparen els efectes de diferents soques iniciadores i els
llevats indigenes mostrant 1’existéncia de diferéncies en la composicié quimica dels vins
finals (Mora 1 col., 1990; Longo 1 col., 1992; Lema 1 col., 1996). M¢és recentment, en
aquest tipus de treballs s’inclouen pannells de tast, de manera que queden reflectits els
llindars sensorials dels compostos responsables de 1’aroma, i s’arriben a conclusions
que poden tenir incidéncia en el consumidor final. Egli i col., 1998, indiquen que els
vins elaborats sense la inoculacié d’iniciadors, i per tant amb forta influéncia de no-
Saccharomyces son classificats pels tastadors amb les millors 1 pitjors puntuacions en

els atributs sensorials.
2.4 Altres microorganismes del vi: bacteris lactics i bacteris acetics

Aquests microorganismes contribueixen d’una manera positiva o negativa en

I’elaboracio del vi.
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Cal destacar dins dels bacteris lactics, ’espécie Oenococcus oeni (abans
Leuconostoc oenos), responsable directe de la FML, ja que és 1’especie millor adaptada
a les condicions del vi (Versari i col., 1999). Aquest bacteri, i els altres bacteris lactics
trobats al vi dels géneres Leuconostoc, Lactobacillus i Pediococcus provenen de la
superficies del raim 1 les fulles, 1 del material del celler. Al most tenen un petit
creixement, que és rapidament inhibit per la proliferacid dels llevats, passant a un estat
de laténcia. L enriquiment d’etanol del medi fa que es seleccioni positivament O. oeni
en detriment d’altres bacteris. Finalitzada la FAL, 1’autolisi dels llevats aporta nutrients,
factors de creixement i de proteccid enfront a acids grassos toxics, permetent el
proliferament d’O. oeni. Arribada a una poblacié de 10° cél-lules/ml té I’inici la FML
(Lonvaud-Funel i col., 1991). La FML consisteix en la descarboxilacio de 1’acid L-(-)-
malic a acid L-(+)-lactic amb formacié de dioxid de carboni, produint-se una
disminuci6 de I’acidesa del vi. Aquesta disminucié d’acidesa ¢€s el principal benefici de
la FML, especialment en vins produits en regions de clima fred, on el raim té un
contingut més alt d’acid L-(-)-malic (Wibowo 1 col, 1985). A banda d’aquest benefici, la
FML dona major estabilitat microbiologica al vi per la desaparicié d’acid L-(-)-malic i
d’altres nutrients (Rankine i Bridson, 1971) i es generen una série de compostos que
donen major complexitat aromatica al vi 1 n’arrodoneixen el bouquet (Laurent 1 col.,

1994).

Uns dels defectes que poden induir els bacteris lactics al vi és 1’anomenada
picadura lactica. En mostos amb poblacions altes de bacteris lactics (veremes podrides o
poc sulfitades) i1 en situacions d’aturada o alentiment de la FAL per manca d’imposicio
dels llevats fermentatius, els bacteris lactics proliferen fermentant els sucres i
produeixen acid D-(-)-lactic, acid acétic i etanol. D’aquesta manera es produeix una

acidificacio del vi, aixi com un augment de I’acidesa volatil (Sponholz, 1993).

Huang i col., 1996 i Edwards i col., 1999, assenyalen que algunes especies i
soques de Lactobacillus poden estar implicades en aturades i alentiments en la FAL, no
només degut I’augment del contingut d’acid acétic en el medi sin6 a I’existéncia d’altres

mecanismes antagonics als llevats.

L’avinagrament del vi esta motivada principalment per la proliferaci6 de bacteris

acetics, com son: Acetobacter pasteurianus, A. aceti 1 Gluconobacter oxydans. L’etanol
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s’oxida a acetaldehid per I’alcohol dehidrogenasa, 1 llavors 1’acetaldehid s’oxida a acid
acctic per 1’acetaldehid dehidrogenasa. Aquests bacteris poden incidir sobre la qualitat
del vi a nivell de raim (veremes malmeses), fermentacié alcoholica i emmagatzement
del vi al celler. Tenen un metabolisme oxidatiu, per la qual cosa la seva incidéncia és
minima durant FALs no problematiques. A més, d’acid acetic, la proliferacido d’aquest
bacteris fan augmentar el continguts d’acetaldéhid, acetat d’etil 1 dihidroxiacetona

provinent del metabolisme del glicerol (Sponholz, 1993).

3 Fermentacions a baixes temperatures

En certes vinificacions tradicionals europees la FAL es desenvolupa a
temperatures per sota de 20 °C, mentre que la temperatura Optima de creixement per S.
cerevisiae es situa a voltant de 25 °C. Aixi, moltes d’aquestes vinificacions parteixen de
veremes tardanes i/o pansificades o botrititzades que son fermentades en ple hivern,
quan en alguns casos la temperatura del celler esta a voltant de 4 °C. Les FALs
d’aquestes vins es caracteritzen per la seva durada, en ocasions varis mesos, i I’aturada
prematura donant vins amb sucres residuals, com el vi de Sauternes, vin de Paille del
Jura o Vinosanto grec. En altres casos, la FAL es reactiva a la primavera consumint
totalment el sucre, com el cas de I’Amarone del Valpolicella italia. La segona
fermentacié en ampolla dels escumosos, Cava, Champagne i Zitsa grec, també

transcorre a I’hivern (Jobé, 1982; Argiriou i col., 1996; Torriani i col., 1998).

Per una altra banda, el consumidor demana vins blancs i1 rosats aromatics i
fruitats, els quals s’aconsegueixen amb FALs portades per sota de 20 °C. El caracter
exergonic de la FAL, augment de volum dels recipients de fermentacid, amb la
conseqlient disminuci6 de superficie de dissipacié de calor respecte al volum, i
I’elaboracié d’aquest vins en paisos calids implica la necessitat de forcar la refrigeracio

de manera artificial (Ribéreau-Gayon i col., 1998).

3.1 Influencia de la temperatura sobre les poblacions de llevats

De tots els factors implicats en la vinificaci6, la temperatura té I’efecte més clar
sobre el creixement dels llevats i 1’ecologia de la fermentaci6. La velocitat de

creixement i la poblacié maxima incrementa amb la temperatura fins a un maxim que
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correspon a la temperatura optima. Els llevats no-Saccharomyces, en concret soques de
K. apiculata, creixen millor a baixes temperatura que S. cerevisiae, de manera que
contribueixen incisivament en el conjunt de la fermentaci6 (Fleet i col., 1989;
Charoenchai i col., 1998). Egli i col., 1998, indiquen que la regulaci6 de la temperatura
¢s una eina important pels elaboradors en la seleccido de llevats no-Saccaromyces 1
Saccharomyces. A més desaconsellen, 1’elaboracid a baixes temperatures sense la
inoculaci6 de llevats seleccionats pel perill que llevats no-Saccharomyces que siguin
grans productors de substancies volatils desagradables es tornin dominants sota aquestes

condicions.

3.2 Soques criotolerants de Saccharomyces

Les quatres especies actualment reconegudes de Saccharomyces sensu stricto es
consideren habitualment mesofiliques respecte a la temperatura (Watson, 1993). Amb
tot, exhibeixen diferents rangs de temperatura de creixement. Aixi doncs, S. cerevisiae i
S. paradoxus tenen una temperatura optima de creixement major a 30 °C i una
temperatura maxima de creixement per sobre de 37 °C, mentre que S. bayanus 1 S.
pastorianus tenen una temperatura Optima de creixement per sota de 30 °C i la
temperatura maxima sempre ¢és per sota a 37 °C. Aquests llevats son anomenats
criotolerants, criofilics o psicrotolerants, i s’aillen normalment en vinificacions
tradicionalment realitzades a baixes temperatures (Torriani 1 col., 1998). Algunes
soques ,amb caracteristiques semblants a S. cerevisiae 1 temperatures Optimes de
creixement comparables a S. cerevisiae 1 S. paradoxus, poden fermentar correctament
per sobre de 42 °C. Degut a aquesta darrera caracteristica s’anomenen termotolerants
(Rainieri 1 col., 1998). Per tant, alguns estudis donen importancia a la temperatura com
a criteri taxonomic (van Uden 1 Farinha, 1958; Walsh 1 Martin, 1977; Vaughan-Martini i
Martini, 1993). Un fet que suporta aquesta idea €és que els hibrids entre soques de
Saccharomyces criotolerants i no-criotolerants son estérils (Zambonelli i col., 1993;
Kishimoto, 1994). Giudici i col., 1998, precisen que encara que existeixin totes aquestes

evidéncies, la posici6 taxonomica exacta dels criotolerants no esta totalment definida.
Els rangs de temperatures a les que les soques criotolerants poden desenvolupar

la FAL va entre 6 °C i1 30 °C, 1 inclus al voltant de 0 °C (Argiriou i col., 1996).

Generalment, produeixen grans quantitats de glicerol 1 acid succinic, baixes quantitats
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d’acid acetic, 1 solen sintetitzar acid malic en lloc de degradar-ne (a diferéncia de les
soques mesofiliques i termotolerants). La sobreproduccié d’aquests compostos es
contraresta en detriment de la formaci6 d’etanol. Una altra caracteristica enologica de
les soques criotolerants és la major sensibilitat al SO,. Les soques criotolerants
desenvolupen aquestes caracteristiques interesants a les temperatures oOptimes o

suboptimes (18 °C a 24 °C) (Castellari i col., 1995).

3.3 Solucions a ’estreés térmic en el moment de la inoculacio

La inoculaci6 del most a fermentar amb LSA implica una rehidratacio prévia
amb aigua calenta (35 °C a 42 °C, segons fabricant). Aquest procés i la inoculaci6 dels
llevats rehidratats en un most més fred poden representar un estrés fisiologic dels llevats

inoculats que condicioni el correcte funcionament de la FAL (Bauer 1 Pretorius, 2000).

Du Plessis, 1983, proposa la rehidratacié dels LSA a temperatures més baixes o
a la temperatura de fermentacid. Les proves fetes indiquen un inici de fermentacié molt
més rapids per a les temperatures de rehidratacié més baixes. L’efecte de la temperatura
de rehidrataci6 en el temps de fermentaci6 global es torna menys accentuat, la qual cosa
fa pensar en una interaccio soca de llevat/temperatura de rehidratacio.

Una altra soluci6 aquest estres térmic és el creixement previ del llevat a inocular
a la temperatura de fermentacid (Argiriou i col., 1996). Aquests autors realitzen un
tractament d’adaptacié de soques criotolerants, la qual cosa permet una major activitat

en fermentacions a baixes temperatures.
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PLANTEJAMENT EXPERIMENTAL

El plantejament global del present treball, condicionants de la fermentacid
alcoholica, es va realitzar seguint els objectius determinats com s’exposen a
continuacid. Tot el treball roman emmarcat en 1’estudi de fermentacions de mostos de

fermentabilitat dificultosa 1 de fermentacions a baixa temperatura (13 °C).

1°" Objectiu. Caracteritzacid de les fermentacions a baixes temperatures

de varietats de mostos amb fermentabilitat compromesa.

A partir de mostos frescs subministrats per les bodegues Miguel Torres, S.A.
durant la verema de 1996 es van portar a terme microvinificacions al laboratori. El tret
comu dels mostos subministrats era presentar antecedents de dificultat fermentativa,

observades en campanyes anteriors.

Es varen assajar dues temperatures de fermentacid, I’habitual (17 °C) per a
fermentacions a temperatura controlada en 1’elaboracié de vins blancs i rosats, i a baixa
temperatura (13 °C). Aixi mateix, es va estudiar 1’efecte sobre la fermentacié dels
adjuvants nutritius, subministrats als mosts segons 1’us habitual en el celler que té en

compte la varietat del most.

Les analisis de la composicio dels mostos varen permetre trobar relacions amb el
desenvolupament de la fermentaci6 alcoholica. Per una altra banda, 1’analisi dels vins 1
la comparacié amb la composicido del most d’on provenen va servir per estudiar els
efectes de la varietat del most, temperatura de fermentaci6 i afegiments d’adjuvants
nutritius sobre la composicié dels vins i en concret sobre compostos rellevants en la

qualitat del vi.

2°" Objectiu. Interrelacid dels adjuvants nutritius i llevats en el desenvolupament

de la fermentacio alcoholica a baixa temperatura.

Es va avaluar I’eficiéncia com a activadors de fermentacido de dos adjuvants
nutritius mitjangant microfermentacions de most frescs de la verema de 1997, a
temperatura habitual (17 °C) 1 a temperatura baixa (13 °C). L’estudi es va realitzar de

manera que permetés valorar els efectes tant del subministrament individual, com
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conjunt, per verificar possibles efectes sinérgics. Aquestes fermentacions es van portar a
terme inoculant dues soques de llevats comercials diferents per comprovar la influéncia
de la soca sobre I’assimilacié dels nutrients i en definitiva 1’eficacia dels adjuvants
nutritius. A part d’un seguiment de la cinctica fermentativa, 1’estudi va consistir en
descriure la dinamica poblacional dels llevats al llarg de la fermentacid, el consum
d’amoni, el consum diferencial de glucosa i fructosa, i s’analitzaren els continguts de

glicerol 1 acid acetic dels vins resultants.

Fora de campanya de la verema, i per tant a partir de most que s havia conservat
congelat des de la campanya anterior (verema 1997) 1 esterilitzat es va estudiar I’efecte
sobre la cinctica fermentativa a baixa temperatura de diferents dosis de fosfat de

diamoni (FDA), font barata de nitrogen disponible pels llevats.
A partir del mateix most, es realitzaren una série de microvinificacions amb la
idea de valorar la incidéncia sobre el desenvolupament de la fermentaci6 alcoholica dels

llevats nadius i en concret del llevat Candida stellata, aillat dels mostos frescs emprats.

3°Objectiu. Pre-adaptacid a la temperatura de fermentacid alcoholica de llevats

vinics.

Amb la idea de millorar el procés fermentatiu a baixes temperatures es varen
assajar dues soques de llevats comercials crescudes préviament a la temperatura de
fermentacio, ja sigui 13 °C o 17 °C. Aquestes fermentacions es van comparar amb les
portades a terme per una soca criotolerant. El most fermentat consistia en un most fresc

de la varietat Carinyena de la campanya de 1998.
S’analitzaren 1’evoluci6 dels compostos nitrogenats (amoni i aminoacids) al llarg

de la fermentacio6 alcoholica, dinamica poblacional dels llevats i la composicio dels vins

per avaluar I’efecte de 1’is d’inoculs pre-adaptats a la temperatura de fermentacio.
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A) CARACTERITZACIO DE LES FERMENTACIONS A
BAIXES TEMPERATURES DE VARIETATS DE MOSTOS
AMB FERMENTABILITAT COMPROMESA

Durant la campanya de verema de 1996, Miguel Torres, S.A. va subministrar
cinc mostos d’origens diferents d’arreu de Catalunya. Tots aquests mostos coincideixen
en tenir graus probables elevats 1 antecedents de fermentabilitat problematics. Tres dels
cinc mostos son de varietats blanques, Garnatxa Blanca, Chardonnay i Riesling, 1 els
altres dos de varietats negres, Pinot Noir i Carinyena. Aquests mostos arriben al
laboratori tractats com s’indica a 1’apartat 1.2 de I’annex I, sulfitats i amb I’acidesa
corregida als valors habituals del celler. A la Taula 15 s’indiquen els valors dels

parametres basics 1 tractaments especifics dels mostos de partida.

Taula 15. Caracteristiques dels mostos emprats.

Chardonnay Garnatxa Riesling  Carinyena Pinot noir

blanca
Sucre (g/l) 230 220 260 220 206
Acidesa total (g acid tartaric/ 1) 6,8 7,6 9,6 8,0 8,0
pH 3,40 3,29 3,19 3,20 3,47
SO, total (mg/l) 60 10 42 29 20
Tractament pre-fermentatiu Desfangat Desfangat  Desfangat Macerat Macerat
1g/100kg Sagnat Sagnat
enzim 10g/H1 10g/H1
Sankyo bentonita bentonita

Per a cada most es fan dos lots, en un no es fa cap tractament i en laltre
s’afegeixen additius nutritius utilitzats habitualment en el celler que es descriuen a la
Taula 16. Pel cas del most de Riesling s’afegeixen els nutrients al sis¢ dia d’inoculacid

en fermentadors sense afegiment inicial. Veure Figura 9.

El fosfat de diamoni [(NH4),HPO4] (FDA) conté un 21,1 % de nitrogen

disponible pels llevats (ND) en forma d’amoni.

Segons el productor, la composicié de Fermaid K (FDK) és de 29,85 % en
fosfat de diamoni; un 31 % en sulfat de magnesi ; 39 % en llevats inactius (soca 2122);
un 0,15 % d’hidroclorit de tiamina; 1 traces d’acid folic, niacina i pantotenat calcic. De

manera que 1 g/l de FDK representa 100 mg de ND per litre.
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Taula 16. Adjuvants nutritius emprats, quantitats i moment d’aplicacio.

Chardonnay Garnatxa Riesling  Carinyena Pinot noir

blanca
Fosfat de diamoni (g/1) 0,2 (inici) 2 (inici) 0,2 (dia6) 0,2 (inici) 0,2 (inici)
Fermaid K ® (g/1) ' - 3 (inici)? 0,13 (dia6) 0,2 (inici) 0,2 (inici)

"Lallemand Inc, Montreal, Quebec, Canada. 2 Quantitats 10 vegades les habituals.

Per tal de portar a terme 1’experiment, s’omplen per cada lot sis ampolles de 500
ml, que representen tres répliques de fermentacions portades a 17 °C (temperatura de
fermentaci6 habitual per a vinificacio en blanc i rosat) i tres portades a 13 °C

(fermentacions a baixa temperatura).

Cada ampolla s’inocula amb el llevat comercial Enoferm M2 (Lallemand Inc,
Montreal, Quebec, Canada) a una poblacié inicial de 2 x 10° cél./ml, preparat com
s’indica a D’apartat 1.4 de ’annex I. Aquest llevat s’ha identificat com pertanyent a

I’especie Saccharomyces cerevisiae 1 s’ha tipificat (Annex III).

]
by

B

3X 13 °C

13°C

-.-/ -../

Adjuvants 3X . 17°C

Figura 9. Distribuci6 dels microfermentadors per most.
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Es realitza un seguiment de la fermentaci6 i de la poblacid6 de cada
microfermentacid, s’analitzaren els components nitrogenats (amoni, aminoacids,
proteina) dels mostos i dels vins resultants, aixi com altres productes trobats als vins
(etanol, glicerol, acid acetic, acid succinic, acetaldéhid, acetat d’etil, i alcohols

superiors), seguint la metodologia descrita a I’annex I.

1 Composicio dels mostos

El contingut en sucre de tots els mostos és superior a 200 g/l (Taula 15), la qual
cosa representa graus probables que van de 12,1 a 15, 3% (v/v). Els alts continguts en
sucre augmenten els riscos d’alentiments i aturades de fermentaci6 (Lafon-Lafourcade i
col., 1979; Dubois i col., 1996). Per una altra banda, I’acidesa total esta equilibrada amb
el contingut de sucre ( o grau alcoholic probable) favorable per a I’elaboraci6 de vins
blancs i rosats tranquils. Aquest equilibri indica també, que el raim s’ha veremat amb un
grau de maduraci6 alt, que pot representar una disminucio del contingut de nitrogen
disponible (ND) pels llevats en el most resultant (Feuillat i col., 1998). El raim va entrar
al celler en optimes condicions sanitaries i per tant es va optar per un sulfitat lleuger,

com mostren els valors de sulfurds total (Taula 15).

S’aprecien grans diferéncies respecte a la composiciéo de compostos nitrogenats
entre els mostos ( Taula 17 i Taula A4 de I’annex II, i Figures 101 11). S’ha descrit que
la disparitat de les quantitats d’amoni, aminoacids totals, proteina i de ND entre els
mostos té un origen varietal (Lamikanra i Inyang, 1988; Huang i Ough, 1991; Jiranek,
1992; Dubois i col, 1996), influenciat per un efecte del terrer i de les practiques de
conreu (Ooghe i col., 1981; Ough i1 Kriel, 1985; Paetzold i col. 1990; Spayd i Andersen-
Bagge, 1996).

Taula 17. Compostos nitrogenats del most.

Chardonnay Garnatxa Riesling  Carinyena Pinot noir

blanca
Amoni (mg/l) 114 204 80 70 142
Aminoacid (mg Gly/l)' 1980 1231 1120 750 2290
Proteina (mg BSA/I)® 105 19 57 179 96
Nitrogen disponible (mg/l)’ 407 328 351 194 640

! Quantitat total d’aminoacids determinat per la técnica de la ninhidrina, expressat en quantitat de glicina. > BSA, albumina sérica
bovina. * nitrogen contingut en les quantitats d’amoni i aminoacids excepte prolina.
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D’entre els aminoacids, I’aminoacid majoritari en tots els mostos €s ’arginina
(veure Taula A4 de I’annex II i Figura 12), que juntament amb la prolina haurien de ser
els aminoacids predominants (Feuillat i col., 1998). Les quantitats observades de prolina
no son tant elevades com es podria pensar en un principi. Sabent que la prolina
s’acumula en la baia a mesura que avanca la maduracié ( Ough, 1968; Kliewer, 1970),
podria indicar que el raim es va collir amb grau de maduraci6 alt perd no maxim. La
quantitat més gran d’arginina es troba en el most de varietat Pinot Noir i de prolina pel
most de la varietat Chardonnay, trets varietals descrits en treballs anteriors (Huang i
Ough, 1991; Sauvage i col., 1993). Cal destacar la no deteccié de glutamina en el most
de Pinot Noir, mentre que aquest aminoacid esta en quantitats relativament importants

en els altres mostos.

Diagrama en arbre dels 5 mostos

800 800
700 700
600 600
500 500
S
f§ 400 400
2 300 300
—_—
200 200
100 100
0 0
PN c GB1 R CH

Figura 10. Analisi d’agrupament jerarquic dels 5 mostos en base a la composicié d’aminoacids. PN:
Pinot noir. C: Carinyena. GB1: Garnatxa blanca. R: Riesling. CH: Chardonnay.

L’analisi d’agrupament jerarquic ascendent (“clusters”, veure annex I) de la
composicié dels aminoacids dels 5 mostos (Figura 10) remarquen la disparitat de la
varietat Pinot noir respecte als altres mostos. Per una altra banda, les varietats
tradicionalment autoctones, Carinyena i Garnatxa blanca, i les varietats septentrionals,
Riesling 1 Chardonnay, s’agrupen en dos grups ben diferenciats. Sembla indicar que
factors genetics, climatics 1 de practiques de conreu determinarien les diferéncies

trobades en la composicié d’aminoacids entre les varietats de mostos.
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Referent al contingut total dels aminoacids individualitzats no coincideix
exactament amb el valor total d’aminoacids determinat per la técnica de la ninhidrina,
encara que la tendéncia es manté. Aquesta darrera teécnica €és bastant inespecifica ja que
la ninhidrina reacciona amb els compostos que contenen un grup amino, entre ells
I’amoni, proteina, peptids, urea, ... La interferéncia de I’amoni es soluciona realitzant la
valoraci6 de la ninhidrina amb una recta patré d’amoni, i s’infereix I’absorbancia que hi

representa a la mostra la quantitat coneguda d’amoni (veure apartat 4.2 de I’annex I).

700 —+
600 - ------ - I Nitrogen disponible |- -
e Nitrogen minim
500 - - - - - -
= 400+ R
Z
en
Es0 -l BN BB
200 - - - - - - - - - - - - - - - -
100 + - - - - - - - - - - - I fffff - -
0 1 1 1 1 1
Chardonnay Garnatxa Riesling Carinyena Pinot noir
blanca

Figura 11. Nitrogen disponible (mg N/l) dels mostos emprats. Comparacié amb el minim de nitrogen

disponible (140- 150 mg/1).

Tots els mostos superen ampliament, a excepcid del most de Carinyena, el valor
de nitrogen disponible minim (Figura 11) que es considera necessari per a que els
llevats puguin desenvolupar la fermentaci6 alcoholica, que es situa entre els valors de
140 1 150 mg de ND per litre (Bely i col, 1990; Bisson, 1991). La quantitat de ND del
most de Carinyena supera lleugerament aquest valor minim, i estaria dins del marge de
150-250 mg N/ml en que Trioli (1995), considera que pot estar compromesa la qualitat
del vi, encara que no la cin¢tica fermentativa. Per sobre de 250 mg N/I es trobarien els
valors de ND de seguretat tant per a la cinctica fermentativa com per a la qualitat final

del vi.

81



Resultats i discussio

2 Composicio nitrogenada de I’adjuvant nutritiu Fermaid K

L’analisi dels components nitrogenats de FDK (Taula 18) mostra que ND esta en
forma d’amoni. Existeix una gran disparitat entre la determinacidé d’aminoacids
mitjancant el métode de la ninhidrina i el sumatori total dels aminoacids analitzats per
HPLC, degut segurament a la inespecificitat del primer métode. Aquestes
determinacions indiquen que FDK conté poques quantitats d’aminoacids que aportin
nitrogen assimilable pels llevats, tenint en compte a més que la concentracié d’adjuvant
analitzada correspon aproximadament a 10 vegades la dosi habitualment emprada.

Taula 18. Compostos nitrogenats de I’adjuvant
Fermaid K a 3 g/l.

Amoni (mg/l) 686
Aminoacid (mg Gly/l)' 2646
Proteina (mg BSA/I)* 14,3
Nitrogen disponible (mg/l)’ 540
Aminoacids (mg/l)
Asp 1,9 Tyr 1.4
Glu 9,2 Aba® n.d.
Cys n.d. Val 3,0
Asn 1,0 Met 0.4
Ser 1,5 Trp 0,7
His 0,8 Phe 2.4
Gln 1,2 Ile 2,5
Gly 1,2 Leu 33
Thr 1,7 Orn 3,9
Cit 0,5 Lys 0,9
Arg 0,5 Hpro n.d.
Ala 6,9 Pro 20,3
Tau 0,2 TOTAL 68,7
Gaba* 3,5

" Quantitat total d’aminoacids determinat per la técnica

de la ninhidrina, expressat en quantitat de glicina.

2 BSA, albumina sérica bovina. * nitrogen contingut

en les quantitats d’amoni i aminoacids excepte prolina.

*acid y—aminobutiric. ° acid a—aminobutiric. n.d.: no detectat.
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A partir d’aquestes analisis es comprova que un 1 g/l de FDK aporta en forma de

ND 180 mg N/1, valor del mateix ordre que el que indica el fabricant.

3 Composicioé nitrogenada dels mostos suplementats

L’addici6 dels adjuvants nutritius FDA i FDK als mostos (Taules 17 i 19) fa
incrementar les quantitats d’amoni, aminoacids totals determinats pel méctode de la
ninhidrina 1 el valor ND, i no significativament les quantitats de proteina. Aquests
increments son notables pel most de Garnatxa blanca al qual s’afegeix una dosi 10
vegades superior a la habitual, que fa que la proteina s’incrementi poc més d’un 60 %.
Per a la resta dels mostos, els adjuvants representen com a minim un increment del 30
% d’amoni, un 10 % d’aminoacids totals i més d’un 13 % de ND. Aquest s’aportaria

majoritariament en forma d’amoni del FDA inclos en el FDK, i/o del FDA directament.

S’observa al dia 6 per a les fermentacions de Riesling un descens dels compostos
nitrogenats fruit de 1’assimilacio dels llevats, a excepcid de la proteina. Aquest descens
és més important per a les fermentacions a 17 °C, i esta amortida per la contribucio dels

adjuvants.

Taula 19. Compostos nitrogenats dels mostos suplementats.

Chardonnay Garnatxa Riesling'  Carinyena  Pinot noir
(0,2 g/l FDA) blanca 0,2 g/1 0,2 g/1 (0,2 g/1
(2 g/l FDA+3 FDA+0,13  FDA+0,2 FDA-+0,2
g/l FDK) g/l FDK) g/l FDK) g/l FDK)

Amoni (mg/l) 163 1592 40/64 140 198
Aminoacid (mg Gly/l)' 2000 3877 384/648 1090 2520
Proteina (mg BSA/I)* 105 50 8,0/8,3 166 108
Nitrogen disponible (mg/l)’ 734 1415 74/232 242 743

" Quantitat total d’aminoacids determinat per la técnica de la ninhidrina, expressat en quantitat de glicina.
2 BSA, albumina sérica bovina. * nitrogen en forma d’amoni i aminoacids excepte prolina. *Correspon a
les determinacions mitjanes dels mostos-vins suplementats al sis¢ dia des de I’inoculacid per les
fermentacions a 17 °C ia 13 °C (17 °C/13 °C).

Els adjuvants no modifiquen els perfils caracteristics dels aminoacids dels
mostos (Taules A4 i AS de I’annex II), de manera que I’analisi d’agrupament reuneix el
most original i el most amb adjuvants en un mateix grup, mantenint-se la distribucié per
varietats de mostos de la Figura 11. A la vista de la composicié aminoacidica del FDK

(Taula 18) 1 dels mostos suplementats inicialment (Taula A5 de I’annex II), aquest
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adjuvant no aporta una quantitat significativa d’aminoacids al most, i les petites
diferéncies observades respecte al most original (Taula A4 de I’annex II) son degudes a

errors propis de la metodologia de determinaci6 dels aminoacids.

Es verifica un descens de més del 90 % per a gran part dels aminoacids al dia 6
de les fermentacions de Riesling. Aquest descens és menor per a la glutamina, acid
glutamic, glicina i prolina. Aixo coincideix amb les observacions que indiquen que les
fonts nitrogenades s’assimilen als primers moments de la fermentaci6 (Bisson, 1991).
Altres aminoacids, la taurina, ornitina, lisina, i asparagina i acid y-aminobutiric,

augmenten les seves quantitats.

4 Descripcio de les cinétiques i parametres fermentatius

Les representacions de les cinétiques de la FAL ens mostren si el procés s’ha
desenvolupat correctament. Els perfils de les fermentacions (Figura 12) de Chardonnay,
Garnatxa blanca i Pinot noir , tots portats a 13 °C 1 17 °C, s’ajusten al perfil tipus que
Bisson i1 Butzke, 2000, indiquen com a propies de les soques de S. bayanus Prise de
Mousse. Aquestes es caracteritzen per desenvolupar fermentacions amb periodes de
laténcies curts, assoleixen la velocitat maxima en poc temps una vegada superat el
temps de laténcia, 1 la velocitat maxima no es manté molt de temps. En contrast,
descriuen un altre perfil tipus de les soques propies de S. cerevisiae Epernay 11 descrites
com a ferments lents, caracteritzades per mostrar laténcies llargues, trigar en assolir la
velocitat maxima, i1 velocitats maximes baixes perd de durada prolongada. Cal
assenyalar que encara que aquestes fermentacions s’ajusten a les fermentacions tipus
soques de S. bayanus, el llevat inoculat és de 1’espécie S. cerevisiae, i per tant si bé
aquest models descriuen dos desenvolupaments correctes de la FAL, no es poden
associar a una especie concreta de llevat, 1 si a unes condicions de desenvolupament de
la FAL, que inclourien la soca inoculada, caracteristiques dels most i temperatura de

fermentacio.
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Figura 12. Representacions de les cinétiques fermentatives i de creixement de viables per cada un de les
varietats de mostos. i fermentacions de mostos suplementats, a 17 °C i 13 °C
respectivament eeeeeee 1 fermentacions de mostos no suplementats, a 17 °C i 13 °C
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Figura 12. (cont.). Representacions de les cinétiques fermentatives i de creixement de viables per cada

un de les varietats de mostos i fermentacions de mostos suplementats, a 17 °C i 13 °C
respectivament voeeeee 1 ceeeees fermentacions de mostos no suplementats, a 17 °C i 13 °C
respectivament.

Les fermentacions a 17 °C 1 13 °C de Riesling 1 de Carinyena (Figura 12), donen
lloc a perfils de fermentacié que no s’ajusten al dos tipus descrits, 1 per tant indicaria

que la fermentacio alcoholica s’ha desenvolupat de manera problematica.

Aixi, per a les fermentacions del most Riesling, el temps de laténcia és
anormalment prolongat, si més no una vegada superada la laténcia la velocitat de
fermentaci6 recupera els valors esperats. Una baixada inicial de la viabilitat dels llevats
com es mostra en la corba de recompte de viables (Figura 12) explicaria la prolongacio
de la laténcia. Aquesta baixada de viabilitat inicial podria ser motivada per un estres
provocat per I’elevada concentracié de sucre del most Riesling (Lafon-Lafourcade,

1983), que supera ampliament les concentracions de sucre dels altres mostos assajats
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(Taula 15). Cal remarcar, que la viabilitat dels llevats a final de la fermentaci6 és molt
més prolongada que en les altres fermentacions. L’adaptacio a I’estres inicial durant la

laténcia hauria permeés un augment de viabilitat a final de fermentacio.

Respecte a les fermentacions de Carinyena, aquestes es verifiquen lentes al llarg
de tot el procés. A més, el nombre de cél-lules viables maxim no arriba a les 10® cél/ml
(Figura 12) i el creixement es constata dificultdos. Aquesta manca de poblaci6 viable de
llevat fermentador determina unes fermentacions alentides. La preséncia important de
poblacio de llevats no-Saccharomyces, en concret de Candida stellata (dades no
mostrades) al llarg de tota la fermentacid que competeix pels nutrients amb el llevat
inoculat, 1 el fet de que el most de Carinyena conté quantitats de ND properes al minim

necessari (veure Taula 17 1 Figura 11) comprometrien la fermentabilitat d’aquest most.

La temperatura de fermentaci6 marca de manera significativa el
desenvolupament de la fermentacido com es mostra a les corbes de cinética fermentativa
(Figura 12) i als valors de parametres cingtics (Taula 20). A 13 °C, disminueixen les
velocitats maximes 1 es prolonga la durada de la fermentaci6 en comparacid a les
fermentacions portades a 17 °C. Aquest fet esta en acord amb 1’observacio que el temps
de generacio dels llevats durant la FAL s’incrementa al disminuir la temperatura

(Charoenchai i col., 1998).

A més, els mostos de fermentabilitat compromesa veuen ampliats els problemes
fermentatius a 13 °C. Aixi, pel most de Riesling augmenta encara més el temps de
laténcia. L’increment del temps de generacid fa que es necessiti major temps
d’adaptacid. Favorablement, la baixa temperatura pot reduir els efectes toxics d’etanol
sobre el ritme fermentatiu per disfuncié de les proteines transportadores, al contrarestar
I’augment de la fluidesa a nivell de membrana plasmatica dels llevats (Bisson, 1999).
Pel que fa a les fermentacions del most de Carinyena, les velocitats maximes
disminueixen i els temps total de fermentacié es perllonga de manera notoria. A baixes
temperatures, el creixement de C. stellata estaria afavorida enfront al llevat inoculat.
Aixi mateix, s’incrementa la tolerancia a I’etanol (Gao i Fleet, 1988) al qual els llevats
no-Saccharomyces sén molt sensibles a temperatures més elevades. Per una altra banda,
es pot pensar que la poblacié de microorganismes silvestres s’enriqueix abans de la

inoculacié durant la maceracié (Thomas i Ingledew, 1992). Per tot aixd, la competéncia
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de C. stellata enfront al llevat inoculat s’intensifica a baixes temperatures i pot ser una

de les causes de ’alentiment.

Taula 20. Parametres cinétics de la fermentacio.
T Chardonnay Garnatxa Riesling Carinyena Pinot Noir

Blanca
Temps de laténcia 17°C 3 3 5 3 1
(dies)
13°C 3 3 6 3 3

Velocitat maxima 17°C 47,8+0,8 28,8+0,7 35,9422 25,5+0,7 35,3+0,9
de fermentacio
(g sucre/l dia) 13°C 40,5+0,8"" 21,7+22%V 20,6+0,7""  10,1£0,2"  26,8+1,5""

Temps total de 17°C 9 12 14 17 10
fermentacié (dies)
13°C 13 15 21 32 15

Cada valor representa la mitja + desviaci6 estandard de tres fermentacions paral-leles. T, temperatura de
fermentacid. Diferéncies significatives (p <0.05) per factor varietat (v) i/o factor temperatura (t).

Els perfils de les FALs dels mostos suplementats no varien respecte als perfils de
les FALs dels mostos no suplementats (Figura 12), mantenint-se el perfil descrit. Els
efectes dels adjuvants son el desplagament cap a 1’esquerra de les corbes de la FAL, i
I’augment del pendent de la part rectilinia, és a dir un escurcament de la durada de la
FAL 1 un augment de la velocitat maxima (Taula 21), com assenyalen Jiranek 1 col.,
1993. Aquest fet queda ben palés, a les fermentacions a 13 °C dels mostos de Garnatxa
blanca i Pinot noir suplementats, que superen o igualen per aquest parametre fins i tot

les fermentacions a 17 °C sense adjuvants.

Taula 21. Parametres cinétics de la fermentacio dels mostos suplementats.

T Chardonnay Garnatxa Riesling  Carinyena Pinot noir
(0,2 g/l FDA) blanca 0,2 g/1 0,2 g/1 (0,2 g/1
2 g/l FDA+ FDA+0,2 FDA+0,2
FDA+3 g/l 0,13 g/l g/l FDK) g/l FDK)
FDK) FDK)
Temps de laténcia 17°C 3 3 5 1 1
(dies)
13°C 3 3 6 3 3

Velocitat maxima 17°C 57,8+0,1 51,0+0,1 45,6+6,3 25,4439 43,9+1,0
de fermentacio
(g sucre/l dia) 13°C 42.1+£0,8%"  41,7+09"" 31,9+¢1,8""  73+13"  345£20%

Temps total de 17°C 9 9 11 14 7
fermentacio (dies)
13°C 13 10 18 28 10

Cada valor representa la mitja + desviacio estandard de tres fermentacions paral-leles. T, temperatura de
fermentacio. Diferencies significatives (p <0.05) per factor varietat (v) i/o factor temperatura (t).
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En el cas de les FALs del most Chardonnay suplementat no s’ajusten al descrit
sobre I’efecte dels adjuvants. L’afegiment inicament de FDA, que només aporta ND, no
estimula gaire la FAL, cosa que s’explica per la gran quantitat de ND que conté el most
original. Com els valors de ND pels mostos de Garnatxa Blanca, Riesling i Pinot noir
son similars o superen als valors de ND del Chardonnay, i per aquests mostos si
s’aprecia un efecte dels adjuvants (FDA+FDK) sobre la cinética fermentativa, és pot
pensar que 1’efecte és degut principalment al FDK, que estimularia la fermentacié per
altres mecanismes diferents a 1’aportacié de nitrogen pels llevats. Per una altra banda,
els adjuvants no solucionen els alentiments de les fermentacions de Carinyena, la qual
cosa corrobora que les causes de les aturades i1 alentiments a les FALs tenen diferents

origens que poden actuar de manera conjunta (Bisson, 1999).

L’eficieéncia de I’adjuvant varia segons el punt de la progressio de la FAL en que
s’afegeix, com es mostra en comparar les fermentacions de Riesling a 13 °C 1 17 °C. Al
sis¢ dia de fermentacio, les fermentacions a 17 °C es troben més avancades que les
fermentacions a 13 °C, 1 conseqiientment el medi de les primeres conté més etanol que
el medi de les segones, de manera que l’eficacia dels llevats per a transportar els
nutrients aportats per ’adjuvant es veu disminuida, com indica Bely i col., 1991. Aixo
es confirma al no veure cap efecte sobre la cinética fermentativa en afegir I’adjuvant al
sete dia de les fermentacions de Garnatxa blanca a ambdues temperatures (dades no

mostrades).

5 Assimilaci6 dels components nitrogenats

L’analisi de la composicio dels compostos nitrogenats en el vins i la comparacio
dels continguts d’aquests en els mostos ens revelen que el desenvolupament dels llevats
al llarg de la FAL fan variar de manera important la composicié nitrogenada inicial

(Taula 22 i Figura 13).

L’amoni desapareix practicament del medi 1 en alguns vins es troba en quantitats
mitges no superiors a 10 mg/I1. Cal indicar que la variacio trobada en alguns valors
estaria motivada perque el metode de quantificacio d’amoni es troba en el limit de
deteccid, i per tant les diferéncies estadisticament contrastades del contingut d’amoni

residual entre els vins no tindrien prou valor per treure conclusions.
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Les quantitats d’aminoacids totals (Taula 22) al final de la fermentacié son el
resultat del consum d’aminoacids per part dels llevats i I’alliberament d’aminoacids de
les reserves intracel-lulars com a resposta fisiologica per 1’exhauriment dels sucres
(Bidan i col., 1985). Aquestes quantitats varien amb la varietat i la temperatura. Si
I’alliberament d’aminoacids al final de fermentacid6 es considera menyspreable
(Henschke 1 Jiranek, 1993), aixi com ’autolisi degut a que aquest procés €s lent a baixes
temperatures (Charpentier 1 Feuillat, 1993) i que la biomassa es retira de seguida una
vegada acabada la FAL, es pot estimar el consum d’aminoacids com la diferéncia entre
els valors inicials al most 1 els valors als vins. El consum a 17 °C tendeix a ser major
que a 13 °C, de manera que coincideix amb resultats d’altres treballs (Lopez 1 col.,
1996). Es verifica el consum més petit per a les fermentacions alentides de Carinyena a
13 °C 1 les fermentacions a aquesta mateixa temperatura de Pinot noir, most que conté
inicialment gran quantitat d’aminoacids totals. A la Figura 13, es mostra que gran part
dels aminoacids es consumeixen. L’esmentat consum esta afavorit per a les
fermentacions a 17 °C. En canvi, les quantitats de prolina es troben generalment en
concentracions augmentades en els vins degut a que la degradacio de la prolina
requereix oxigen el qual es troba limitat en condicions de vinificaci6 (Ingledew i col.,
1987), i a que aquest aminoacid seria un producte de la degradacio de I’arginina en
aquestes condicions (veure Figura 4 de la introduccid). La incorporacié directa de

prolina a proteines del llevat no compensarien la prolina produida a partir de 1’arginina.

Per a les fermentacions de Chardonnay i Riesling es verifica un descens de la
concentracio inicial del contingut de proteines (Taula 22) en els vins respecte el most en
acord amb les observacions realitzades per diferents autors sobre I’efecte de la FAL
sobre el contingut de proteina (Hsu i Heatherbell, 1987; Ayestaran i col., 1995). Canvis
de les propietats fisicoquimiques del medi, com el descens del pH i augment d’etanol al
transformar-se el most en vi, 1 la formacié de complexes de les proteines amb les
substancies fenoliques i polisacarids podrien propiciar la precipitacio de les proteines, i
per tant explicar aquest descens. Per les altres varietats, no hi han canvis importants, cas
de les fermentacions de Carinyena o augments per les fermentacions de Garnatxa blanca
1 Pinot noir. Els augments de proteina son dificils d’explicar simplement per 1’autolisi
dels llevats al final de fermentacio, degut a que els augments son prou importants, els
vins es centrifuguen una vegada acabada la FAL i les baixes temperatures de

fermentacid alenteixen aquest procés (Charpentier i Feuillat, 1993). Es podria pensar
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que en aquests augments de proteina intervindrien interferéncies d‘altres substancies no
proteiques com son els polifenols. La disminucié del contingut de proteines €s més

evident per a les fermentacions a 17 °C que per a les fermentacions a 13 °C.

Taula 22. Compostos nitrogenats dels vins.

T Chardonnay Garnatxa Riesling  Carinyena Pinotnoir P

blanca
Amoni (mg/l) 17°C 2,0£1,5 0,8+0,0 4,0+0,6 0,8+0,5 4,3+0,4 v/-
(-98,3+£1,3)  (-99,6£0,0) (-95,1£0,7) (-98,8+0,7) (-97,0+0,3)
13°C n.d. n.d. 2,0+0,1 1,3+0,3 8,2+8,0
(-100+0,0) (-100£0,0)  (-97,5+£0,2) (-98,2+0,4) (-94,2+5,6)
Aminoacid 17°C 499421 172+3 348+105 507+39 963+12 v/it/0
(mg Gly/l)l (-74,8<1,1)  (-86,2+0,3)  (-68,99,4) (-16,4£1,7) (-58,0+0,5)
13°C 484+15 179+4 233+35 627+13 1186+103
(-75,6£0,7)  (-85,5+0,3) (-79,243,1) (-32,4£5,2) (-48,2+4,5)
Proteina 17°C 30+3 2543 17+1 151+£22 116+14 v/t
(mg BSA/l)2 (-71,34£3,0) (32,3£0,3) (-70,9£0,7) (-15,7£12)  (20,4£14)
13°C 36+1 26+3 20+1 182+13 130+29
(-66,2+0,5)  (30,3+14,4) (-65,1+0,8)  (1,9+7,2) (35,4+29,8)
Nitrogen 17°C 6,3£1,1 3340 34+4 22+1 349+10 v/-10
disponible (mg/l)3 (-98,5+0,3)  (-90,1+£0,3) (-90,2+1,2) (-88,8%1,2) (-45,5+1,5)
13°C 3,8+0,6 2,7+0,3 2242 52+1 369+18

(-99.140,1)  (-99,240,1) (-93,740,6) (-73,2£0,7) (-42,4+2.8)

" Quantitat total d’aminoacids determinada per la técnica de la ninhidrina, expressat en quantitat de
glicina. > BSA, albmina sérica bovina. * nitrogen en forma d’amoni i aminoacids excepte prolina.

Cada valor representa la mitja = desviacio estandard de les tres répliques. () diferéncia en % respecte als
valors en el most corresponent. T, temperatura de fermentacié. Anova (analisi de la variancia) de dos
factors (varietat/temperatura) sobre el contingut dels vins. -: diferéncies no significatives. v: efecte de
varietat. t: efecte de la temperatura fermentacio. O: diferéncia significativa d’ambdos factors
conjuntament . Nivell de significacid: p<0.05. n.d.: no detectat.

El contingut de ND als vins és diferent segons la varietat fermentada, i per tant
dependent del contingut inicial al most. Els descens del ND ¢és superior a 90 % per les
fermentacions desenvolupades correctament, menys del 90 % per a les fermentacions
alentides de Carinyena, i no arriba al 50 % per a les fermentacions del most de Pinot
noir, el qual t€¢ un contingut de ND molt més elevat que els altres mostos (Taula 17) i en
excés. Aquest fet, és indicatiu de que els llevats assimilen per desenvolupar la FAL fins
a un maxim de ND, que Jiranek 1 col.,, 1993, situen proper a 500 mg/l. Les
fermentacions a 17 °C consumeixen més ND que les fermentacions portades a 13 °C,
encara que no hi hagin diferéncies significatives de I’efecte temperatura sobre el

contingut de ND, si €s prou significatiu I’efecte de la temperatura sobre el consum.
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Figura 13 (cont.). Composici6é d’aminoacids en mostos i vins. (] Most. lll Fermentacions a 13 °C.
[ Fermentacions a 17 °C.

Pels parametres de contingut de nitrogen dels vins originats a partir dels mostos
suplementats (Taula 23 i Figura 14) el factor varietat ¢s determinant a 1’igual que els
vins procedents dels mostos sense suplementar (Taula 22). Es constata per a les
fermentacions de Pinot noir i Carinyena el pitjor aprofitament dels recursos nitrogenats.

Aixi mateix, amb major significacio estadistica, a 17 °C la desaparicié del medi
d’amoni, aminoacid i nitrogen disponible és més important que a 13 °C. Ambdoés

factors, varietat i temperatura interactuen.
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Taula 23. Compostos nitrogenats dels vins.

T Chardonnay Garnatxa Riesling Carinyena Pinot noir
(0,2 g/l FDA) blanca 0,2 g/l 0,2 g/l 0,2 g/
2 gl FDA+ FDA+0,2 FDA+0,2
FDA+3 g/l 0,13 g/l FDK) g/l FDK) g/l FDK)
FDK)
Amoni (mg/l) 17°C 1,1+0,5 1020+0,0 4,240,5 9,4+5,6 36+1,7 v/t/a/d

(-99,3£0,3)  (-35,9+0,0)  (-95,1+0,7)  (-93,3+4,1) (-81,6+0,8)
13°C 0,8+0,5 1080+0,0 3,9+0,1 2943 24+6
(-99,5+0,3)  (-32,2+£0,0)  (-97,5£0,2)  (-79,3+£2,0) (-87,7+£3,2)

Aminoacid 17°C  650+141 3049+9,6 296+17 653+56 107429 v/t/a/o
(mg Gly/l)! (-67,5+7,1)  (-21,4+03)  (-27,9+11)  (-40,1%5.2) (-57,4+1,1)
13°C 488+4 3446+13 265+4 762+17 1202+45
(-75,6+0,2)  (-11,120,3)  (-5942,6)  (-30,1£1,5) (-52,3+1,8)
Proteina 17°C 2642 2742 161 171420 16+0,5 vit/-/0
(mg BSA/)* (-75,6+1,4)  (-46,5£3,2)  (99,5+20) (3,1£11)  (11,2+6,9)
13°C 34438 22 +1 21+0,7 196+10 21+0,7
(-68,1£3,6)  (-55,1£2,3) (151£32) (18,2+6,2)  (4,34£7,5)
Nitrogen 17°C 10+3 798+2 54+1 56+8 420+1 v/t/a/0
disponible (mg/1)* (-98,6+0,5)  (-43,6£0,2)  (-76,6£1,0)  (-76,7£3,3) (-43,5+0,1)
13°C 7,1+4,6 843+3 36+7 91+£5 420+£25

(-99,040,6)  (-40,5£02)  (-50,8+11)  (-62,6+2.2) (-43,4+3.4)

" Quantitat total d’aminoacids determinada per la técnica de la ninhidrina, expressada en quantitat de
glicina. > BSA, albumina sérica bovina. * nitrogen en forma d’amoni i aminoacids excepte prolina.

Cada valor representa la mitja = desviacid estandard de les tres reépliques. () diferéncia en % respecte als
valors en el most corresponent. T, temperatura de fermentacid. Anova (analisi de la variancia) de tres
factors (varietat/temperatura/adjuvant) sobre el contingut dels vins. -: diferéncies no significatives. v:
efecte de varietat. t: efecte de la temperatura fermentacio. a: efecte d’addicié d’adjuvant ¢: diferéncia
significativa dels tres factors conjuntament . Nivell de significacié: p<0.05. n.d.: no detectat.

Per una altra banda, 1’analisi de la variancia (ANOVA) indica que els mostos
suplementats (Taula 23) donen lloc a vins amb contingut d’amoni, aminoacids, proteina
1 nitrogen disponible més elevats comparats amb aquests que provenen de mostos sense
adjuvants (Taula 22), de manera que el percentatge relatiu de desaparicié €és menor pels
primers. Cal indicar que I’analisi estadistica s’ha realitzat també sense tenir en compte
els resultats de la Garnatxa blanca, que podrien distorsionar [’analisi ja que recordem

que s’afegien 10 vegades la dosi habitual, obtenint els mateixos resultats.
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Chardonnay + adjuvants
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Figura 14. Composicié d’aminoacids en mostos i vins. [] Most.ll Fermentacions a 13 °C.
B Fermentacions a 17 °C.
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Riesling + adjuvants
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Figura 14 (cont.). Composicié d’aminoacids en mostos i vins. [1 Most o dia 6 de fermentaci6 per les
fermentacions de Riesling. Bl Fermentacions a 13°C. B Fermentacions a 17 °C.
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Pinot noir + adjuvants
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Figura 14 (cont.). Composici6 d’aminoacids en mostos i vins. [] Most.ll Fermentacions a 13 °C.
B Fermentacions a 17 °C.

Pels perfils d’aminoacids dels vins (Figura 14) obtinguts a partir dels mostos
suplementats no s’aprecia gran variacid respecte als vins de mostos sense addicions

nutritives (Figura 13).

El contingut inicial de ND en el most t¢ un efecte considerable sobre les
velocitats de fermentaci6 i en definitiva en la fermentabilitat del most. L’ajust
polinomial de segon grau dels valors de velocitat maxima (V) 1 nitrogen disponible
(ND) per a les fermentacions fins ara realitzades (Figura 15), és a dir, tant pels mostos
sense adjuvants com pels mostos amb adjuvants, ens mostren uns maxims de velocitat
de la FAL per ambdues temperatures. Aixi, per a les FALs a 17 °C s’obté un ajust amb
la segiient equacid, Vizc=-4-10"ND* + 0,08-ND + 9,17; r’= 0,690; i un maxim a
Vipc= 45,75 g sucre/l-dia 1 ND= 956 mg N/I. Per la seva banda, a 13 °C, I’ajust
s’expressa per la segilient equacio, Vi3c=-5-107-ND? + 0,09-ND - 6,16; = 0,647; 1 un
maxim a Vizc= 37,37 g sucre/l-dia i ND= 933 mg N/I
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L’ajust preveu que les velocitats maximes de les FALs a 13 °C mai superen les
velocitats maximes a 17 °C, encara que certs valors empirics ho contradiuen (Figura 15,
Taula 21). Per altra banda, els valors maxims de ND a ambdues temperatures son
similars. Aixi mateix, els valors de velocitat maxima de les fermentacions Chardonnay

superen lleugerament els valors maxims donats per 1’ajust.

Els augments de ND aprop del maxim augmenten discretament les velocitats
maximes que per a valors inferiors, de manera que 1’addici6é d’adjuvants nitrogenats a
aquest nivells de ND ¢s menys eficient, com també proposen altres autors (Bely 1 col.,
1991). Superat el maxim, els adjuvants nitrogenats poden tenir un efecte negatiu,
probablement degut a la toxicitat sobre els llevats, com es pot veure per a les FALs de

Garnatxa blanca amb adjuvant a una dosi deu vegades 1’habitual (Figura 15).

60 -

50 - ¢ Chardon
Q&\ Garnatxa blanca+

40 1

Garnatxa blanca+

30 “|Garnatxa blang

v(g sucre/l dia)

Gagflatxa blancf Pinot noir

arinyenad ® f
iesling

éarinyena *

nm Carinyena+
Carinyena

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
ND (mg N itil/l)

Figura 15. Ajust polinomial de segon grau del ND i velocitat maxima de fermentacio. i
fermentacions, a 17 °C i 13 °C respectivament + Most amb adjuvant. Quantitat de ND per qual
s’obté limit maxim de velocitat maxima de fermentacio.

Descartant els valors extrems de les fermentacions del most de Garnatxa blanca
suplementada, s’obté una correlacio lineal entre el contingut de ND al most i la
velocitat maxima de fermentacié (V) a ambdues temperatures, i representada per les
segiients equacions, Vj3¢=0,063-ND-0,8771; ?=0,671 i Vi7¢=0,057-ND+12,31;

1’=0,744 (Figura 16). Sibé aquestes equacions expliquen les fermentacions alentides de
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Carinyena, no s’ajusten a les fermentacions de Pinot noir. Pels valors de ND, caldria

esperar per a aquestes fermentacions unes velocitats majors.
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Figura 16. Ajust lineal del ND i velocitat maxima de fermentacio

30 4

& Chardonnay +
¢ Chardonphy

¢ Pinot noir +
® Chardonnay +

* B Pinot noir +

Pinot noir

B Pinot noir
rnatxa blanca

m B Carinyena +
Carinyena

& Garnatxa blanca +

B Garnatxa blanca +

0 200 400 600 800 1000

mg N itil/l

°C 1 13 °C respectivament + Most amb adjuvant.

1400 1600

| == fermentacions, a 17

Segons Wiirdig i Woller, 1989 i Ough i col., 1991, els aminoacids preferents

pels llevats son els aminoacids neutres (treonina, serina, asparigina, glutamina i alanina)

seguits pels basics (arginina, lisina i histidina). S’ha provat un altre parametre basat en

la composicid del most i en la preferéncia dels llevats pels aminoacids neutres que es

relaciona amb la velocitat maxima de fermentacio. El nou parametre es determina

calculant el quocient entre el nitrogen en forma d’aminoacids neutres esmentats (ND’) 1

la concentraci6 de sucre per a cada most, anomenant aquest parametre R. Aixi doncs,

aquest parametre estimaria la fermentabilitat de cada most. La Figura 17 mostra que hi

ha un bon ajust per a tots els mostos fermentats del parametre R i de les velocitats

maximes de fermentaci6é a ambdues temperatures, Vi3.c=71,10-R+3,77; r2=O,856 1

V17c=65,56-R+17,55;

*=0,929.
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Figura 17. Correlaci6 del parametre R i les velocitats maximes de fermentacio.
Fermentacions a 13 °C. Fermentacions a 17 °C.

Cal precisar que I’amoni, font de nitrogen rapidament assimilada pels llevats i
per tant utilitzada com activador de la fermentacio, no intervé en aquest parametre. Aixi,
no quedar clar en quina mesura i en quin nivell el nitrogen aportat per ’amoni influeix

en la cinética fermentativa.

6 Contingut d’etanol i productes secundaris en els vins

Els resultats indiquen que el contingut d’etanol als vins originats tant de mostos
sense addicions d’adjuvants nutritius com mostos suplementats (Taula 24 i Taula 25,
respectivament) depén de la concentracié inicial de sucre, i la temperatura no té

practicament efecte.

Tampoc la temperatura fa variar de manera significativa el contingut de glicerol
1 d’acid succinic, a diferéncia de Rankine i Bridson, 1971, que observen un augment en
la produccid de glicerol en augmentar la temperatura de fermentacié de 15 °C a 25 °C.
Les temperatures assajades, 13 °C 1 17 °C es trobarien en un rang considerat com
suboptim en relacid a la capacitats metaboliques de S. cerevisiae. En canvi, existeix un
efecte varietat (composici6 del most) sobre les quantitats de glicerol i acid succinic
trobades al vi. Com el cas de I’etanol el sucre inicial, precursor del glicerol i de 1’acid
succinic, determinaria el seu contingut en el vi. Les dosis de SO, emprades en el
tractament dels mostos no sébn prou importants per a que tinguin un efecte significatiu
en la producci6 de glicerol per afavoriment de la fermentacio gliceropiruvica, a 1’evitar
el SO, la reduccio de 1’acetaldehid a etanol (Zoecklein i col., 2001). Cal remarcar les

quantitats majors de glicerol dels vins de Carinyena, en comparacié amb vins que
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provenen de mostos amb concentracions de sucres similars. Sponholz i col., 1986,
indiquen que certs llevats no-Saccharomyces sébn majors productors de glicerol que S.
cerevisiae. Entre aquests llevats esta C. stellata present al llarg de les fermentacions de

Carinyena.

Els nivells d’acid acetic, acetaldehid i acetat d’etil (Taules 24 1 25) segueixen un
mateix perfil i varien per efecte de la varietat i temperatura. De manera que les
fermentacions a baixes temperatures (13 °C) produeixen vins amb quantitats menors
d’aquests productes, els quals contribueixen a la complexitat del vi sempre que es trobin
en quantitats limitades pero son nocius des del punt de vista organoléptic a partir d’unes
concentracions (> 800 mg/I per a I’acid acétic, > 125 mg/l per a ’acetaldehid 1> 200
mg/l per a ’acetat d’etil). Aquests resultats estan d’acord amb observacions previes de
Castellari i col., 1995, 1 en conjunt no presenten efectes nocius. A excepcio6 del que s’ha
indicat i fora dels limits indicats, es troben les quantitats d’acid acétic pels vins de
Carinyena, que els donen un caracter avinagrat. En la produccié d’acid acétic haurien
contribuit a més del llevat inoculat altres microorganismes productors com la mateixa
C. stellata , a més de la possibilitat de bacteris acétics 1 bacteris lactics, caracteristics de

fermentacions alentides.

Dins de I’efecte varietat sobre la quantitat d’acetaldéhid haurien contribuit les
diferents dosis de SO, aplicades als mostos. Les aplicacions de SO, abans de I’inici o
durant el procés fermentatiu fan augmentar la concentracié d’acetaldehid al vi degut a
la reactivitat del SO, (en concret del bisulfit) amb I’acetaldehid produint-se un producte
molt estable (Zoecklein i col., 2001), i aixi mateix es redueixen les concentracions de

SO, lliure.

L’estudi estadistic dels parametres reflectits a les Taules 24 1 25 respecte a
I’efecte d’addicionar adjuvants indiquen que només afecten de manera estadisticament
significativa a les concentracions d’acetaldehid i d’acetat d’etil, en el sentit de disminuir
el primer i augmentar el segon. Un dels possibles origens de 1’acetat d’etil és I’oxidacio
mitjancant NAD" del hemiacetal d’acetaldéhid i etanol realitzat dins de la cél-lula de
llevat (Zoecklein i col., 2001). D’alguna manera 1’addici6 dels adjuvants hagués afavorit

aquesta reaccio.
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Taula 24. Composicio dels vins.

T Chardonnay Garnatxa Riesling Carinyena Pinot Noir P
blanca

Ethanol (%, v/v) 17°C  12,5+0,1 12,340,0 13,9404  12,0£0,2 12,5+0,0 v/-
13°C 12,4+0,2 11,9+0,4  14,6+0,2 12,0£0,1 12,340,1

Glicerol (g/1) 17°C 7,6+0,2 8,5+0,5 9,5+0,3 9,6+0,4 6,8+0,4 v/-
13°C 7,5+0,6 8,0+0,1 9,4+0,5 9,7+0,2 6,2+0.4

Acid succinic (g 17°C 0,8+0,1 0,8+0,0 1,0+0,1 0,6+0,1 0,7+0,1 v/-
13°C 0,8+0,1 0,9+0,1 0,8+0,1 1,1+0,5 0,7+0,1

Acid acétic (mg/l) 17°C 305+6 360+11 581+49 1545+185 252446 v/t

13°C 260+11 377£56 466423 12761258 179424

Acetaldéhid (mg/l) 17°C 3348 2743 99+11 2344 11322 v/t/0
13°C 26+1 23+1 64+3 3246 9448
Acetat d’etil (mg/l) 17°C n.d. 21+1 22+1 34+17 19+4 vIt/o
13°C 13+0,3 5,342 2410 18+5 12+0,8

Cada valor representa la mitja + desviacio estandard de tres vins de respectius fermentacions paral-leles.
T, temperatura de fermentacid. Anova (analisi de la variancia) de dos factors (varietat/temperatura)
sobre el contingut dels vins. -: diferéncies no significatives. v: efecte de varietat. t: efecte de la
temperatura fermentaci6. ¢: diferéncia significativa de ambdos factors conjuntament . Nivell de
significacio: p<0.05. n.d.: no detectat.

A les Taules 26 1 27 s’indiquen les quantitats dels principals alcohols superiors i
la suma d’aquests, tant pels vins provinents de mostos sense adjuvants com per a vins
de mostos amb adjuvants, respectivament. Les fermentacions realitzades a 13 °C
rendeixen vins amb continguts més baixos pels diferents alcohols per la suma total en
comparacio amb les fermentacions a 17 °C, fet que coincideix amb les observacions
d’altres autors (du Plessis, 1983; Castellari i col., 1995). Aquest fet resta ben palés per

les fermentacions de Pinot noir.
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Taula 25. Composicio dels vins originats amb mostos suplementats.

T Chardonnay Garnatxa Riesling Carinyena Pinot noir P
(0,2 g/l FDA)  blanca 0,2 g1 0,2 g1 0,2 g/1
2 g/l FDA+ FDA+0,2 FDA+0,2
FDA+3 0,13 g/l g/l FDK) g/l FDK)
g/l FDK) FDK)

Ethanol (%, v/v) 17°C 12,540,1 11,940,0  14,2+0,1 12,3+0,1 12,5+0,1 v/-/-
13°C 12,6+0,1 12,0+0,0  14,6+0,1 12,4+0,1 12,2+0,1

Glicerol (g/1) 17°C 7,9+0,3 8,4+0,8 9,5+0,2 10,7+0,8 7,1+0,3 v/-/-
13°C 7,4+2.0 8,1+0,1 9,3+0,2 10,4+0,6 6,5+0,3

Acid succinic (g 17°C 0,8+0,1 0,6+0,3 1,0+0,0 0,8+0,2 0,7+0,1 v/-/-
13°C 0,8+0,2 0,9+0,0 0,8+0,1 0,9+0,0 0,8+0,1

Acid acétic (mg/l)  17°C 718+33 37144 630+53 1365+297 363+36 v/t/-

13°C 276+69 386+55 480+20 1025+68 296+17

Acetaldéhid (mg/l) 17°C 30=+1 2143 73£17 35+17 78+9 v/t/a
13°C 22+10 9,1+£3 55422 21+2 58+3
Acetat d’etil (mg/l) 17°C 37+18 162 2944 36+7 23+10 v/t/a/®
13°C 1542 2343 25+5 20+2 13£2

Cada valor representa la mitja + desviaci6 estandard de tres vins de respectius fermentacions paral-leles.
T, temperatura de fermentacid. Anova (analisi de la wvariancia) de tres factors
(varietat/temperatura/adjuvant) sobre el contingut dels vins. -: diferéncies no significatives. v: efecte de
varietat. t: efecte de la temperatura fermentacio. a: efecte d’addicié d’adjuvant ¢: diferéncia significativa
dels tres factors conjuntament . Nivell de significacid: p<0.05. n.d.: no detectat.

Dins de I’efecte varietat s’ha de tenir en compte les quantitats diferencials de ND
dels mostos (Taules 17 1 19). Aixi, per a les quantitats de 1-propanol, la tendéncia €s
ascendent en quantitat a mesura que el most de partida conté més ND, amb excepcid
dels vins de Garnatxa blanca, i per tant existeix una correlacié positiva entre ND dels

mostos i les quantitats de propanol, com indiquen Seeber i col, 1991.
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Taula 26. Alcohols superiors dels vins (mg/l)

T Chardonnay Garnatxa Riesling Carinyena Pinot Noir P

Blanca
1-Propanol 17°C 141+23 n.d. 59+13 57£10 510+41 v/t/0
13°C 136423 n.d. 91+15 664 295+44
2-Metil-1-propanol 17°C 52+22 43+2 44+7 38+8 47+11 -/t
13°C 37+8 21+11 39+10 29+3 2944
2-Metil-1-butanol 17°C 109+81 25+7 3445 17+2 22+6 -/-10
13°C 20+2 60+58 37+7 14+2 18+3
3-Metil-1-butanol 17°C 169+34 123423 135+11 6642 109+1 -/-
13°C 12643 120+38 138+21 60+2 8547
Alcohols superiors 17°C 411496 197+£5 263431 159+42 688+43 v/t/0
o) 13°C 320+18 161+45 305+51 169+0 423445

Cada valor representa la mitja + desviaci6é estandard de tres vins de respectius fermentacions paral-leles.
T, temperatura de fermentacid. Anova (analisi de la variancia) de dos factors (varietat/temperatura)
sobre el contingut dels vins. -: diferéncies no significatives. v: efecte de varietat. t: efecte de la
temperatura fermentacid. ¢: diferéncia significativa d’ambdos factors conjuntament . Nivell de
significacio: p<0.05. n.d.: no detectat.

Les diferéncies en quantitat de 2-metil-1-propanol (Taules 26 1 27) no sén prou
significatives entre varietats de mostos. E1 ND no tindria efecte en la seva produccio

(Ough 1 Bell, 1980).

Les concentracions de 2-metil-1-butanol i 3-metil-1-butanol (Taules 26 i 27)
segueixen les mateixes pautes entre les varietats, sense poder desvelar alguna relacio

amb el ND.

Les quantitats trobades de 1-propanol marquen la tendéncia del sumatori dels 4
alcohols superiors contemplats (Taules 26 1 27), de manera que la relacié d’aquest valor
amb el ND segueix la mateixa tonica que el primer amb el ND. De manera que, a més
ND més gran és aquest sumatori. Aix0, esta en contradiccid amb les observacions que
indiquen una correlacié negativa entre la quantitat de ND i la totalitat d’alcohols

superiors (Rapp 1 Versini, 1997).
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Taula 27. Alcohols superiors dels vins originats de mostos suplementats (mg/1).

T Chardonnay Garnatxa Riesling Carinyena Pinot Noir P
Blanca
1-Propanol 17°C 232442 5,045 101£13 67+4 317+34 v/-/al®
13°C 226+14 155+5 114+15 77442 365450
2-Metil-1-propanol 17°C 49+5 59+1 50+4 33+4 36+14 v/-/a
13°C 34+4 4343 36+6 29+6 2743
2-Metil-1-butanol 17°C 9+3 2543 4345 1742 20+7 -/-/al®
13°C 21+£16 343 33+7 17+2 13£13
3-Metil-1-butanol 17°C 161£12 19710 164+15 86+10 14949 v/t/a/®
13°C 124421 1743 154423 85+8 145452
Alcohols superiors 17°C 306+32 10545 199+41 132+12 388+29 v/t/al®
o) 13°C 296+20 21446 209+36 138+46 420+41

Cada valor representa la mitja + desviacid estandard de tres vins de respectius fermentacions paral-leles.
T, temperatura de fermentacio. Anova (analisi de la wvariancia) de tres factors
(varietat/temperatura/adjuvant) sobre el contingut dels vins. -: diferéncies no significatives. v: efecte de
varietat. t: efecte de la temperatura fermentacio. a: efecte d’addicié d’adjuvant ¢: diferéncia significativa
dels tres factors conjuntament . Nivell de significacio: p: p<0.05. n.d.: no detectat.

Una clara influéncia té la suplementacié amb nutrients als mostos sobre la
composicid d’alcohols superiors als vins resultants (Taula 27). Aixi, els vins de mostos
suplementats augmenten en contingut de 1-propanol, 2-metil-1-propanol i 3-metil-1-
butanol, i disminueixen en 2 metil-1-butanol i1 en el sumatori dels quatres compostos,
respecte als vins de mostos sense addicié de nutrients. La disminucié d’aquest darrer
parametre ¢és en global de 70 mg/l en relacié als vins de mostos no suplementats, de
manera que un augment del ND afavoriria una disminucié global d’alcohols superiors,
ja que els llevats no mobilitzarien les reserves de nitrogen en forma d’aminoacids, com

proposen varis autors (Rapp 1 Versini, 1997; Ribéreau-Gayon i col., 1998).
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B) INTERRELACIO DELS ADJUVANTS NUTRITIUS I LLEVATS EN EL
DESENVOLUPAMENT DE LA FERMENTACIO ALCOHOLICA A BAIXA
TEMPERATURA.

1 ESTUDI DE L’EFECTE DE DIFERENTS COMBINACIONS
D’ADJUVANTS NUTRITIUS EN RELACIO A LA SOCA DE
LLEVAT INOCULADA

S’avalua I’eficacia sobre la cinetica fermentativa a baixa temperatura (13 °C) de
I’addicié de dos adjuvants, fosfat de diamoni (FDA) i Fermaid K® (veure apartat A.2)
per separat i conjuntament amb la idea de verificar un possible efecte sinérgic. El most
fresc utilitzat originari de la D.O. Priorat (verema 22/09/97) de la varietat Carinyena

tenia les caracteristiques enologiques que es detallen a la Taula 28.

Les diferents microvinificacions (500 ml) es desenvolupen per triplicat a 13 °C
amb les combinacions d’ajuvants que es detallen a continuacio: sense adjuvant; amb 0,2
g/l de FDA; amb 0,2 g/l de FDK, i ambdoés adjuvants conjuntament a la concentracié de
0,2 g/l per cadascti. Com a control, es portaven a terme microvinificacions a 17 °C per
triplicat sense adjuvants i amb els dos adjuvants conjuntament a la concentracid

esmentada.

Per a cada condici6 d’adjuvant s’inoculaven amb dos llevats comercials
Enoferm M2 (Lallemand Inc, Montreal, Quebec, Canada) i AWRI-350, aillat per
Australian Wine Reachears Institute, amb una poblacio inicial de 2 x 10° cél./ml, amb la
idea de valorar si I’efecte dels adjuvants €s dependent de la soca inoculada. L’esquema

de la distribucié dels microfermentadors queda reflectit a la Figura 18.

Taula 28. Caracteristiques del most de Carinyena.

Most

Sucre (g/1) 228

Acidesa total (g acid tartaric/ 1) 6,99

pH 3,43
SO, total (mg/l) 30
Tractament pre-fermentatiu Macerat
Sagnat
10g/H1
bentonita
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Figura 18. Distribucié dels microfermentadors per les diferents condicions assajades de adjuvants
nutritius, soca de llevat inoculat 1 temperatura de fermentacio.

Es van determinar els parametres cinétics de les diferents fermentacions, i per a
les fermentacions sense adjuvant i ambdds adjunvants conjuntament es va estudiar
I’evolucié de les quantitats d’amoni i glucosa/fructosa a llarg de la FAL A més per
aquestes fermentacions, es va estudiar la imposici6 de la soca de llevat inoculada i
I’evolucid dels llevats no-Saccharomyces (veure apartats 2.2.2 i 2.2.3. de I’annex I).
Pels vins resultants s’analitzaren els continguts de glicerol 1 acid acetic.

1.1 Efecte dels adjuvants nutritius sobre la cinetica fermentativa, depenent de la
soca inoculada

Sobre el desenvolupament de la FAL descrit pels diferents parametres cinétics
(Figura 20, 1 Taules 29 i 30) I’efecte temperatura és predominant. Els adjuvants afegits
fan augmentar les velocitats maximes, escurcen els temps totals de fermentacid pero no
afecten la durada del periode de laténcia, al comparar amb les fermentacions en que no

participen adjuvants.
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Figura 19. Represent?df‘osns de les cinétiques fermentatives portades per les dues solqeées.
adjuvants 0,2 g/l FDA. 0,2 g/l. FDK. 0,2 g/l. FDA més 0,2 g/l FDK.

S€nse

Els augments de la velocitat maxima detectats no varien de manera significativa
pel fet d’afegir només FDA o només FDK, per a les fermentacions inoculades amb la
soca Enoferm M2. No obstant, el tractament amb només FDK el temps total de

fermentacio.

Al comparar les cinétiques i1 parametres fermentatius d’ambdues soques (Figures
19, 1 Taules 29 1 30) s’aprecia una major capacitat fermentativa de la soca AWRI-350
respecte a la soca Enoferm M2 a 13 °C en totes les condicions d’adjuvants nutritius
assajades. En canvi, a 17 °C les fermentacions inoculades amb Enoferm M2 superen, si
bé no de manera estadisticament significativa, les velocitats maximes mesurades per a

les fermentacions inoculades amb AWRI-350.
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Taula 29. Parametres cinétics de la fermentacio portada per la soca Enoferm M2.

T Sense 0,2 g/l FDA 0,2¢g/1FDK 0,2 g/l FDA
adjuvants +0,2 g/l FDK
Temps de laténcia 17°C 2 - - 2
(dies)
13°C 5 5 5 5
Velocitat maxima 17°C 19,5£2.3 - - 26,2+2,8¢
de fermentacio
(g sucre/l dia) 13°C 13,8+0,1%  154+0,9°  15,8+0,6°  18,2+0,5*¢
Diferéncia de 17 °C 0 - - 6,7
velocitat max.
respecte al control' 13°C 0 1,6 2,0 43
(g sucre/l dia)
Temps total de 17°C 12 - - 14
fermentacio (dies)
13°C >23 23 20 17

Cada valor representa la mitja + desviaci6 estandard de tres fermentacions paral-leles. T, temperatura de
fermentacid. Diferéncies significatives (p <0.05) pel factor temperatura (t) i pel factor adjuvant (a, b, ¢ i
d). — Fermentacions no assajades. 1) Es considera el control les fermentacions portades a terme sense
afegiment de adjuvants.

L’efecte dels adjuvants afegits sobre la velocitat maxima es valora com les
unitats de velocitats maxima incrementades respecte a la velocitat maxima obtinguda
sense afegir adjuvants. Els valors obtinguts pels afegiments de només FDA, només
FDK 1 ambdds conjuntament per a les fermentacions desenvolupades per la soca
Enoferm M2 i AWRI-350 es detallen a les Taules 29 i 30, respectivament. Aixi per a les
fermentacions conduides per Enoferm M2, el sumatori dels efectes individuals és
lleugerament inferior a I’efecte obtingut amb els adjuvants conjuntament. Aquest fet
indica un efecte sinergic d’ambdds adjuvants respecte a la velocitat maxima. Cal pensar
que FDK aporta a part de fonts nitrogenades, factors de creixement i desintoxicants
d’acids grassos de cadena mitjana pels llevats en forma de llevats inactius (veure
Capitol A), de manera que FDK pot contribuir a més a 1’activacié de la FAL per altres

mecanismes diferents a la nutricid nitrogenada.
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Taula 30. Parametres cinétics de la fermentaci6 portada per AWRI-350.

T Sense 0,2 g/l FDA 0,2¢g/1FDK 0,2 g/l FDA
adjuvants +0,2 g/l FDK
Temps de laténcia 17°C 2 - - 2
(dies)
13°C 5 5 5 5
Velocitat maxima 17°C 16,2+1,0 - - 24,6+2,8°
de fermentacio
(g sucre/l dia) 13°C 14,5£0,5%  19,5+0,8"  21,6+2,1°  20,1+0,6*
Diferéncia de 17 °C 0 - - 8,4
velocitat max.
respecte al control' 13°C 0 5,0 7,1 5,6
(g sucre/l dia)
Temps total de 17°C 13 - - 12
fermentacio (dies)
13°C 19 17 17 17

Cada valor representa la mitja + desviaci6 estandard de tres fermentacions paral-leles. T, temperatura de
fermentacid. Diferéncies significatives (p <0.05) pel factor temperatura (t) i pel factor adjuvant (a,b i c). -
Fermentacions no assajades. 1) Es considera el control les fermentacions portades a terme sense
afegiment de adjuvants.

Per la seva banda, el comportament AWRI-350 és diferent a Enoferm M2
respecte a les diferents condicions d’adjuvants. Els diferents afegiments de nutrients
incrementen la velocitat maxima respecte a les fermentacions sense addicié d’adjuvant
de manera més notoria, perd no s’aprecien variacions entre les diferents condicions
d’addicid. Es podria pensar que aquesta soca desenvolupa les seves maximes capacitats
fermentatives amb 1’afegiment de les quantitats assajades de qualsevol dels dos
adjuvants de manera que no es verifica cap efecte addicional a 1’afegir els dos adjuvants

conjuntament.

El comportament dependent de la soca en relacid a altres adjuvants nutritius

també 1’observen altres autors (Trioli, 1997).

1.2 Dinamica de poblacions de llevats

Malgrat haver inoculat el most amb llevat LSA de la soca Enoferm M2, les
poblacions de llevats d’espécies no-Saccharomyces predominen sobre 1’espécie S.
cerevisae a I’inici de la FAL (Figura 20). Els llevats S. cerevisae augmenten la seva
preséncia a mesura que avanga el procés desplacant als llevats de les espécies no-
Saccharomyces. Aquesta imposici6 dels llevats S. cerevisae es veu facilitada en les

fermentacions portades a temperatura més elevada (17 °C) i amb adjuvants afegits
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inicialment. En aquestes condicions el llevat inoculat es troba en millors condicions per
a desenvolupar-se i imposar-se sobre llevats no-Saccharomyces 1 altres soques de S.

cerevisae (SC1 1 SC2) presents inicialment en el most.
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0
< ]
5 ‘S
= =
D D
- 57,1 % ENO M2 @
5] D
S j
A 28,6 % SC1 A 100 % ENO M2
X X
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90 | 18,5
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80 |
S 70 |556 =
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& 40 ’ 100 % ENO M2 A 100 % ENO M2
30 X
o0l 444
10 |
0 : :
3 7 15 3 7 15
Dia de fermentacio Dia de fermentacio

Figura 20. Evolucio de les poblacions de llevats a llarg de la FAL a ambdues temperatures.
Saccharomyces cerevisiae. 1 No-Saccharomyces. Representen mitges de preséncia de 30 colonies
escollides a ’atzar de plaques d’enumeracié de poblacioé de tres fermentacions paral-leles. ENO M2:
soca de Saccharomyces cerevisiae inoculada Enoferm M2 (Lallemand Inc, Montreal, Quebec, Canada).
SC1 i SC2, soques tipificades de Saccharomyces cerevisiae diferents a la soca inoculada. Adjuvants
afegits: 0,2 g/l FDA 10,2 g/l FDK.

Com el cas de les fermentacions inoculades amb Enoferm M2 (Figura 20)
I’addicié d’adjuvants nutritius permet una millor imposicié del llevat inoculat AWRI-
350 (Figura 21) enfront altres soques de S. cerevisiae 1 llevats no-Saccharomyces que
es troben inicialment al most. Al final de la fermentacio es tipifiquen només dues
soques per a les fermentacions sense adjuvants a 13 °C, la inoculada i una altra també
ressenyada per a les fermentacions de Enoferm M2, SC1. Per a altres condicions la soca

inoculada desplaga totalment les altres soques.
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Figura 21. Evolucio de les poblacions de llevats a llarg de la FAL a ambdues temperatures.
Saccharomyces cerevisiae. 1 No-Saccharomyces. Representen mitges de preséncia de 30 colonies
escollides a I’atzar de plaques d’enumeracioé de poblacié de tres fermentacions paral-leles. AWRI-350:
soca de Saccharomyces cerevisiae inoculada. SC1 soca tipificada de Saccharomyces cerevisiae diferent a
la soca inoculada. Adjuvants afegits: 0,2 g/l FDA 10,2 g/l FDK.

En aquests resultats hi han dos fets remarcables, que son la dificultat d’imposicid
del llevat inoculat i la preséncia amb alt percentatge de llevats no-Saccharomyces al
final de fermentacid en algunes de les fermentacions. La manca d’imposicio del llevat
inoculat estaria motivada en part per una carrega elevada de llevats nadius en el most,
els quals competirien pels recursos del medi amb el primer. Un d’aquests recursos que
es troba en quantitats limitades en els mostos de Carinyena seria el nitrogen disponible,
de manera que l’afegiment d’adjuvants nutritius afavoreix la imposicié del llevat
inoculat . També es pot pensar com inherent d’aquest most les carregues elevades de
llevats nadius. Primer, degut a que la verema d’aquesta varietat ¢s de les més tardanes, i
per tant la superficie del raim té més possibilitats d’estar fortament colonitzada per

diferents poblacions de llevats. Segon, el most abans de ser inoculat roman unes hores

en maceracio amb la pellofa, fet que afavoreix la contaminacié del most per llevats
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nadius i el seu desenvolupament. A més a més, s’ha d’afegir la circumstancia que
aquest most esta lleugerament sulfitat (veure Taula 28), 1 per tant els efectes negatius
sobre els llevats no-Saccharomyces serien reduits. Contrastada la viabilitat dels inoculs
utilitzats (dades no mostrada) aquesta no es manté una vegada que s’inocula al most, al
comprovar que les poblacions total de viables passades 48 hores es situen en general al
voltant de 5x10° i al tenir en compte els percentatges dels diferents tipus de llevats.
Aquesta mortaldat inicial es deuria a I’estrés osmotic provocat per la concentracid

elevada de sucres del most (Lafon-Lafourcade, 1983).

Estudis quantitatius sobre el creixement de llevats en fermentacions industrials a
Burdeus (Fleet i col., 1984), Australia (Heard i Fleet, 1985) i a Espanya (Martinez i
col., 1989) indiquen que certes especies de llevats no-Sacchararomyces poden
sobreviure de manera prolongada i arribar a poblacions de fins i tot 10" cél/ml, i per tant
contribuint a la fermentacid, fins i tot en mostos inoculats amb llevats comercials. Un
d’aquests llevats no-Saccharomyces ¢és C. stellata, llevat que s’identifica
majoritariament dins dels llevats no-Saccharomyces a final de fermentacié mitjancant la
metodologia descrita a 1’apartat 2.2.3 de I’annex I. Un dels factors que hauria
concorregut a la supervivencia dels llevats no-Saccharomyces €s la baixa temperatura

de fermentacio, que permet una major tolerancia a I’etanol (Gao 1 Fleet, 1988).

1.3 Consum diferencial glucosa i fructosa

Les quantitats de glucosa i fructosa en el most tenen una relacié equimolar com
es pot observar a les Figures 22 i 23, fet suficientment descrit per molts autors
(Ribéreau-Gayon, 1998). Aquesta relacio varia al llarg de la FAL per Pactivitat dels
llevats. A les mateixes Figures 22 i 23 es comprova un comportament diferent de
desaparicio de sucre depenent de la temperatura. Es verifica una desaparicid de fructosa
més important que de glucosa a mitja fermentacié a 13 °C. En canvi, a 17 °C és la
glucosa el sucre consumit prioritariament al llarg de tota la fermentacid. Es coneix la
preferencia de la glucosa envers a la fructosa per part dels llevats S. cerevisiae
(Lagunas, 1993). D’aquesta manera el sucre residual al final de la FAL esta constituit
principalment per fructosa com es comprova en totes les fermentacions. Una poblacio
elevada de llevats no-Saccharomyces inicial, el seu major manteniment de la poblacio a

la temperatura de 13 °C durant la FAL (veure apartat anterior) i 1’existéncia d’espécies
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descrites com fructofiles com C. stellata (Ribéreau-Gayon i col, 1976 ), explicarien la

major desaparicid de fructosa a mitja fermentacio a baixes temperatures.
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Figura 22. Evoluci6 dels continguts en glucosa i fructosa a llarg de les fermentacions inoculades amb la
soca Enoferm M2[] Glucosa + fructosallT] Glucos@lll Fructosa. Valors representen mitges de tres
fermentacions paral-leles. Adjuvants afegits: 0,2 g/l FDA 10,2 g/l FDK.

L’afegiment dels adjuvants no fa variar el comportament respecte a la

desaparicio diferencial dels sucres, només accelera el consum per part dels llevats, i per

tant un avancament de la desaparicid en el medi.

L’efecte de la soca sobre aquest aspecte ¢s dificil de valorar.
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Figura 23. Evolucio6 dels continguts en glucosa i fructosa a llarg de les fermentacions inoculades amb la
soca AWRI-350. [] Glucosa + fructosa [ Glucosdllll Fructosa. Valors representen mitges de tres
fermentacions paral-leles. Adjuvants afegits: 0,2 g/l FDA 10,2 g/l FDK.

1.4 Consum d’amoni al llarg de la fermentacio alcoholica

Als primers dies de fermentaci6 ja es produeix una desaparicid important
d’amoni del most (Figures 24 i1 25). Cal remarcar que aquesta desaparicié d’amoni
deguda al consum per part dels llevats és dependent del contingut inicial d’amoni. Aixi
doncs, per als mostos no suplementats es comprova que durant la fase de la laténcia fins
I’inici de fase exponencial de la FAL (dia 3 1 5 per a les fermentacions a 17 °C 1 13 °C,
respectivament) practicament tot ’amoni desapareix del medi. En canvi, per a les
fermentacions de mostos suplementats, hi ha un remanent important d’amoni just I’inici
de la fase exponencial. La desaparici6 d’amoni fins aquest punt €és similar a ambdues
temperatures, 131 1 120 mg/l d’amoni per a 13 i 17 °C respectivament, per les
fermentacions inoculades amb Enoferm M2 (Figura 25), i 105 i 104 mg/l d’amoni per a
les fermentacions inoculades amb AWRI-350 (Figura 26) . Aix0 coincideix amb

observacions d’altres autors que indiquen que augmentant la disponibilitat de nitrogen
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s’augmenta 1’assimilacié de nitrogen per part dels llevats (Jiranek i col., 1993). Aquest
augment d’assimilaci6é de nitrogen en forma d’amoni reverteix en biomassa de llevats

que es veu incrementada per a les fermentacions amb adjuvants (dades no mostrades).

Al final de la fase exponencial el contingut d’amoni és ben bé nul, i s’ incrementa

uns pocs mg/l assolida la FAL, com apunten Charpentier i Feuillat (1993).
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Figura 24. Representaci6 de la quantitat d’amoni a llarg de les fermentacions inoculades amb Enoferm
M2. 4 Mitja de quantitats d’amoni de tres fermentacions paral-leles. Cinética fermentativa.
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El consum d’amoni sembla ser dependent de la soca, de manera que s’observa
un consum menor d’amoni a I’inici de la fase exponencial de la soca AWRI-350

respecte a la soca Enoferm M2.
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Figura 25. Representacio de la quantitat d’amoni a llarg de les fermentacions inoculades amb AWRI-
350. @ Mitja de quantitats d’amoni de tres fermentacions paral-leles. Cingtica fermentativa.

1.5 Continguts de glicerol i acid acetic en els vins

No s’aprecien difereéncies en el contingut del glicerol dels vins resultants de les
fermentacions inoculades amb la soca Enoferm M2 per I’efecte dels adjuvants i la
temperatura (Taula 31). Sobre el contingut d’acid acétic la temperatura no té efecte com
factor individual. L’afegiment d’adjuvants permet obtenir vins amb continguts

significativament menors. Ambdos factors conjuntament interactuen de manera que el
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descens d’acid acetic degut a I’afegiment d’adjuvants és més important pels vins
obtinguts amb fermentacions a 17 °C que a 13 °C. Els adjuvants aportarien factors de
creixement 1 altres elements nutritius que reduirien la produccié d’acid acetic del llevat
inoculat (Ribéreau-Gayon i col., 1998), i augmentarien la imposicio del llevat enfront a
la resta de la microbiota productora d’acid acétic. La major preséncia d’aquesta
microbiota, en concret de llevats no-Saccharomyces (Figures 20 1 21), en fermentacions
sense adjuvants explicarien en part les majors quantitats d’acid acetic trobades en els

vins resultants. Aquests fets es veurien accentuats a la temperatura de 17 °C.

Taula 31. Composicio dels vins.

Enoferm M2 AWRI-350
T Sense Amb Sense Amb
adjuvants adjuvants adjuvants adjuvants
0,2 g/l 0,2 gl
FDA+0,2 g/l FDA+0,2
FDK) g/l FDK)
Glicerol (g/l) 17°C 2,6+0,1 2,6+0,1 2,5+0,1 3,6+0,8?
13°C 2,8+0,2 2,6+0,1 2,6+0,1 3,2+0,1°
Acid acétic (mg/l) 17°C 452463 150+34° 517449 167+37%
13°C 397+59 206+49" 510+15 29649

Cada valor representa la mitja + desviacio estandard de tres fermentacions paral-leles.
T, temperatura de fermentacié. Diferéncies significatives (p <0.05) pel factor temperatura
(t) 1 factor adjuvant (a).

La soca AWRI-350 produeix més glicerol que la soca Enoferm M2 (Taula 31).
A més, els continguts de glicerol dels vins provinents dels mostos suplementats amb
adjuvants i inoculats amb aquesta soca son més elevats que aquells sense adjuvants,
cosa que no es verifica per a la soca Enoferm M2. La temperatura no té¢ efecte com
factor individual per a aquest parametre perd interactua amb el factor adjuvant de

manera que els augments de glicerol tenen lloc a 17 °C.

Els vins produits per AWRI-350 contenen més acid acetic (Taula 31) que aquells
produits amb la soca Enoferm M2. Aixi mateix, per a aquesta soca els adjuvants
nutritius fan disminuir les quantitats d’acid acétic en el vins com també es mostra per a
la soca Enoferm M2. La temperatura interactua amb el factor adjuvants en el mateix

sentit que per la soca Enoferm M2 .
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2 EFECTE DE L’ADDICIO DE DIFERENTS QUANTITATS DE
FOSFAT DE DIAMONI SOBRE LA CINETICA FERMENTATIVA

S’avalua 1’eficiencia del fosfat de diamoni (FDA) a diferentes dosis com un
activador de la FAL. El FDA ¢és utilitzat com a font barata de ND emprada

habitualment a la industria enologica.

A partir d’un most de Carinyena, mantingut congelat des de la campanya
anterior (tardor 1997), originari de la zona de Capganes (actualment D.O. Montsant) es
van portar a terme microfermentacions de 700 ml a la temperatura de 13 °C, amb
quantitats de fosfat de diamoni creixents afegits inicialment. Les caracteristiques

enologiques del most es reflecteixen a la Taula 32.

Les quantitats de fosfat de diamoni assajades foren 0 g/1, 0,2 g/1, 0,4 g/1,, 1 g/112

g/1. Cada addicio es va assajar en dues répliques.

Abans d’inocular, s’esterilitzava el most amb dimetil-dicarbonat (Velcorin ®,
Fluka) amb una dosi de 2 ml per litre de most. Passat el temps de seguretat de 24 hores,
s’inoculava amb un llevat comercial Enoferm M2 (Lallemand Inc, Montreal, Quebec,

Canada) amb una poblaci6 inicial de 2 x 10° cél./ml.

Taula 32. Caracteristiques del most.

Most
Sucre (g/1) 260
Acidesa total (g acid tartaric/ 1) 7,3
pH 3,39
SO, total (mg/l) 59
Tractament pre-fermentatiu Macerat

Sagnat

10g/H1

bentonita

Es va realitzar el seguiment de la FAL per pesada i de viables com s’indica als

apartats 2.1 12.2.1 respectivament de I’annex de materials i metodes.
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2.1 Comparacio de parametres cinétics de la fermentacié alcoholica
Com s’observa a la Figura 26 1 Taula 33 s’obté la major velocitat maxima amb

addicions de FDA de 1 g/l.
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Figura 26. Representacions de les cinétiques fermentatives i de creixement de viables per cada una de les
concentracions de FDA afegides. 0 g/l 0,2 g/l 0,4 g/l. 1 g/l
2 g/l

Si bé, I’eficiéncia relativa de 1’addicid (quocient entre I’increment de velocitat
maxima i I’increment de quantitat d’addicid), que representa el pendent en els diferents
trams de dosi de FDA, disminueix a mesura que s’apropa a la dosi de 1 g/l tornant-se
negatiu en el darrer tram (1- 2 g/l) (Figura 27). Aixi doncs, del tram 0 a 0,2 g/l de FDA
es verifica una eficiéncia relativa de 20 g sucre/g FDA dia, de 18 g sucre/g FDA dia pel
tram de 0,2 a 0,4 g/l, de menys de 8 g sucre/g FDA dia pel tram de 0,4 a 1 g/l, i de —0,4
g sucre/g FDA dia.
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Figura 27. Relacio entre la dosis de FDA i la velocitat maxima de fermentacié desenvolupada. El
pendent de cada tram representaria ’eficiéncia relativa de I’addicio.
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Aquests resultats indiquen que les addicions de FDA so6n imprescindibles per a
I’acabament de les fermentacions d’aquest most, 1 que 1’afegiment de FDA ¢és més
efectiu en relacid a incrementar la velocitat maxima quan menor és el contingut en
nitrogen disponible. Malgrat que afegiments superiors a 1 g/l poden ser
contraproduents, com s’observa e les fermentacions amb addicions de 2 g/l. Aquestes
fermentacions tenen un major temps de laténcia i menor velocitat maxima (Figura 26 1
Taula 33) que les fermentacions amb afegiments de 1 g/l, la qual cosa indicaria un

possible efecte nociu sobre 1’activitat dels llevats a aquestes dosis de FDA.

Taula 33. Parametres cinetics de la fermentacio.

0gl 0,2 g/l 0,4 g/l 1¢g1 2¢
Temps de lateéncia 3 3 3 3 4
(dies)
Velocitat maxima 14,5+0,1 18,5+0,0 22,1+0,3 26,8+0,4 26,4+0,0
de fermentacié
(g sucre/l dia)
Temps total de >34 >34 >34 28 >34

fermentacio (dies)

El valor de la velocitat maxima representa la mitja + desviacio estandard de dues fermentacions
paral-leles.

3 INCIDENCIA DE L’ESPECIE DE LLEVAT Candida stellata
SOBRE LA FERMENTACIO ALCOHOLICA

Amb [D’objectiu de valorar la incidéncia sobre la FAL dels llevats no-
Saccharomyces 1 en concret de la especie de llevat C. stellata, llevat no-Saccharomyces
identificat en major freqiiéncia en microfermentacions de most fresc de campanyes
anteriors, es portaren a terme una serie de microfermentacions duplicades de 700 ml a la

temperatura de 13 °C del most descrit a ’apartat B.2.1 i Taula 32.

S’assajaren varies condicions d’inoculacié que es detallen a continuacid. A partir
del most suplementat amb 0,4 g/l de FDA 1 esterilitzat amb dimetil-dicarbonat (Velcorin
®, Fluka) amb una dosi de 2 ml per litre de most es va inocular una série només amb
soca comercial Enoferm M2 (Enoferm M2), una altra série amb C. stellata (C. stellata)
1 una altra serie a un proporci6 d’inocul del 50 % de la soca comercial 1 de C. stellata
(EnoM2/C.s.). Les poblacions d’inocul foren de 2 x 10° cél./ml. Aixi mateix, es varen

portar a terme dues s€ries sense esterilitzar, una s’inoculava amb la soca comercial (No
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estéril/EnoM2) i ’altre no s’inoculava (No estéril/mo inoculat). Finalment, es va
incloure una série amb most sense addicio de FDA, esterilitzat 1 inoculat amb soca

comercial (EnoM2 sense FDA).

L’inocul de C. stellata prové d’una colonia de plaques de recompte de viables de
microfermentacions de most fresc, identificada com a aquesta espécie (veure annex I,
apartat 2.2.3.1) i cultivada en 5 ml de medi YPD liquid (YPD sense agar, veure annex

I, apartat 2.2.1) amb agitaci6 a temperatura ambient.

Es va realitzar el seguiment de la FAL per pesada 1 de viables i la determinacio

de diferents parametres cingtics.

3.1 Efecte dels inoculs purs i mixtes sobre els parametres cinétics de la fermentacio
alcoholica

Les poblacions de viables (Figura 28) superen el valor de 10® cél/ml en totes les
séries a excepcio de les microvinificacions sense FDA. La menor quantitat de nitrogen

disponible pels llevats hauria limitat el creixement en aquestes fermentacions.

Les fermentacions inoculades amb només C. stellata (Figura 28 1 Taula 34)
denoten la baixa capacitat fermentativa d’aquest llevat (Fleet, 1990) de manera que es
produeix una aturada de fermentacio a 132 g/l de sucre. En canvi, els inoculs mixtes de
S. cerevisiae 1 C. stellata donen lloc a les fermentacions amb les velocitats maximes
més elevades. Alguns autors indiquen que la mort i1 1’autolisi de llevats no-
Saccharomyces als primers estadis de la fermentacié podrien aportar fons nitrogenades

assimilables per als llevats S. cerevisiae (Fleet, 1990; Stuckey i col., 1991).
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Figura 28. Representacions de les cinétiques fermentatives i de creixement de viables per cada una de les
condicions d’inoculacio. Enoferm M2. Candida stellata. Enoferm M2/
Candida stellata. Enoferm M2 sense FDA. Most no esterilitzat i inoculat amb
Enoferm M2. Most no esterilitzat i sense inocular.

La carrega inicial de llevats en el most és important com s’aprecia en el
recompte de viables pel most sense esterilitzar (Figura 28), encara que aquest most va
romandre congelat des de varis mesos. La capacitat fermentativa d’aquesta flora nadiua
€s minsa 1 estaria constituida per llevats no-Saccharomyces 1 soques de S. cerevisae de
baix poder fermentatiu. A diferéncia de les fermentacions inoculades amb cultiu mixte
de soca comercial i C. stellata, no s’aprecia amb claredat un efecte positiu d’aquesta

poblacio nadiua sobre les fermentacions inoculades amb soca comercial.

Taula 34. Parametres cinétics de la fermentacid.

Enoferm M2 C. stellata EnoM2/C.s EnoM2 No No
sense FDA esteril/Eno  estéril/no
M2 inoculat
Temps de laténcia 3 9 3 3 2 2

(dies)

Velocitat maxima 19,3+0,6 9,4+0,3 22,3+0,7 15,4+0,0 20,1+0,2 15,4+0,0
de fermentacio
(g sucre/l dia)

Temps total de 33 n.a (132 g/l) 34 37 33 >37
fermentacio (dies)

El valor de la velocitat maxima representa la mitja + desviaci6 estandard de dues fermentacions
paral-leles. n.a. fermentacio no acabada. (concentracio sucre).
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C) PRE-ADAPTACIO A LA TEMPERATURA DE
FERMENTACIO ALCOHOLICA DE LLEVATS VINICS

Les fermentacions a baixes temperatures representen pels inoculs de llevats
comercials (LSA) un estrés addicional i per tant pot condicionar el desenvolupament
correcte de la FAL. S’avalua I’efecte d’inocular al most a fermentar llevats comercials

que han estat cultivats préviament a la temperatura de fermentacio.

Es va comparar les microvinificacions portades a 17 °C 1 13 °C, i inoculades amb
dues soques de llevats comercials, identificades com S. cerevisiae (veure annex III). Les
denominacions comercials d’aquestes soques son Enoferm M2 i Fermichamp (Gist
Brocades, Holanda), designades com a races fisiologiques (r. f.) cerevisiae i bayanus

respectivament (Figura 20).

Per a cada temperatura i soca es van distribuir en tres grups de fermentacions
segons la manera de preparar I’indcul: 1) rehidratades; 2) rehidratades i subcultivades
fins a 3 vegades a la temperatura de fermentacid; i 3) rehidratades 1 subcultivades fins a
3 vegades a 25 °C (efecte peu de cuba). Aquestes microvinificacions es van comparar
amb les portades a terme per una soca criotolerant (r.f. uvarum) que s’inoculava al most

préviament rehidratada (Figura 29).

Els subcultius es van realitzar en erlenmeyers de 250 ml que contenien YPD liquid
(veure annex I, apartat 2.2.1) estéril en agitacio, i portats a la temperatura de
fermentacié. El primer erlenmeyer s’inoculava amb el llevat rehidratat a una poblacio
de 2 x 10° cél/ml. Abans que el cultiu arribés a la fase estacionaria (seguiments
realitzats per mesura de terbolesa a 660 nm) es prenia un volum de cultiu per reinocular
un altre erlenmeyer amb medi fresc amb una poblacié de 2 x 10° cél/ml . Es repetia el
procés una altra vegada, i una vegada assolit el creixement just abans la fase
estacionaria s’inoculava amb una poblaci6 de llevats de 2 x 10° cél/ml 700 ml de most
fresc de varietat Carinyena suplementat amb adjuvants nutritius, que es caracteritza a la

Taula 35. Les diferents fermentacions es portaven a terme per duplicat.
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Es va realitzar el seguiment de la fermentacié a nivell de cinética, creixement i
dinamica poblacional dels llevats, aixi com 1’analisi d’amoni, aminoacids totals i sucres
de mostres més significatives a llarg de la FAL. Finalment es va determinar el grau
alcoholic, glicerol, acid succinic, acetaldehid, alcohols superiors i ésters dels vins

resultants.

r f. cerevisiae

—I'-r f. bayanus

/ ‘* r.f wvarum

2%10% cel/ml

2)(106 cel/ml 2X106 célml

add
(A A )

Temps Temps Temps
/
2X10 cel/ml
/
2)(106 celiml

@ TEMPERARURA DE
FERMENTACIO
13°C
17°C

Figura 29. Disseny experimental i procediment seguit per la pre-adaptacid a la temperatura de
fermentacio. LSA: llevat sec actiu.
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Taula 35. Caracteristiques del most de Carinyena.

Most
Sucre (g/1) 225
Acidesa total (g acid tartaric/ 1) 5,5
pH 3,35
SO, total (mg/l) 32
Nitrogen facilment assimilable 118!
(mg N/I)" 176
Tractament pre-fermentatiu Macerat
Sagnat
10g/HI
bentonita

* Determinat pel métode del formaldehid

(veure annex I, apartat 4.5). 1 sense adjuvants. 2 amb

0,2 g/ FDA 10,2 g/l de FDK.

Resultats i discussio

1 Efecte de la pre-adaptaci6 a la temperatura de fermentacié sobre els

parametres cinétics

El desenvolupament de la FAL per la soca Enoferm M2 (Figura 30 i Taula 36)

¢s molt similar pels tres tipus de preparacio de I’indcul, sense apreciar-se una millora en

el desenvolupament i en els parametres cingctics de la pre-adaptacio6 a la temperatura de

fermentacid. Cal remarcar la menor capacitat fermentativa de la soca de llevat

criotolerant a 13 °C, de manera que I’ acabament de la fermentacio s’allarga. Per

aquestes fermentacions les poblacions de llevats no arriben a 10® cél-lules/ml, i per tant

el manteniment de la velocitat maxima estaria limitat.

Taula 36. Parametres cinétics de la fermentaci6 portada per Enoferm M2.

T Pre-adaptacié No pre- Efecte Soca
adaptacio peu de criotolerant
cuba
Temps de lateéncia 17°C 1 1 1 1
(dies)
13°C 2 2 2 2
Velocitat maxima 17°C 30,4+1,1° 30,6+0,2° 30,0+0,1° 29,0+0,2°
de fermentacio
(g sucre/l dia) 13°C 16,0+0,2° 18,0+0,5° 17,8+0,5° 16,3+0,2°
Temps total de 17°C 13 13 13 13
fermentacio (dies)
13°C 19 19 20 31

Cada valor representa la mitja + desviacié estandard de dues fermentacions paral-leles. T, temperatura
de fermentacio. Grups estadisticament diferents segons preparacio inocul (a,b,c,d) (p <0.05).

127



Sucres(g/l)

Sucres(g/l)

Resultats i discussio

13 °C
70
60
—_
=50
250 | o
' 40
4]
230
¥
200 | w 2
10
0 1,E+09
14151617181920 2122 2324
150 |
Dies
~ 1E+08 |
£
100 | =
' 1E407 |
2
O
50 | B
= 1,E+06 |
o+ @ ig05 »— — -
0 3 6 9 12 15 18 21 24 0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36
Dies Dies
17 °C
250 - 100
90
80
—
= 70
200 E 60
ﬂ 50
5w 1,E+09
» 30
150 | L
10
0 ~ 1E+08 |
5 7 9111315171921 23 E
100 ) =
Dies '8 1,407 |
2
O
50 | =
= 1,E+06 |
0 . . . : . . . : 1,E+05 , , , , . . . . : : : .
6 3 6 9 12 15 18 21 24 0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36
Dies Dies

Figura 30. Cinétiques fermentatives i creixement de poblacions de llevats de microvinificacions portades
per la soca Enoferm M2 i el llevat criotolerant. Grafic superior determinacié de sucres per kit enzimatic
(veure annex I, apartat 3.5) dels darrers dies de fermentacio. Inocul pre-adaptat a 13 °C. mmmmm—
no pre-adaptat. Inocul crescut a 25 °C (efecte peu de cuba )= Llevat criotolerant.

Per la seva banda, la soca de llevat Fermichamp desenvolupa unes velocitats
maximes més elevades que la soca Enoferm M2 (Figura 31 i Taula 37). A diferéncia de
la soca Enoferm M2, s’aprecia un escurcament del temps total de fermentacié degut a la
pre-adaptacié a ambdues temperatures de fermentacid, perd més remarcable a la
temperatura inferior. Les velocitats maximes s’incrementen no significativament a 13
°C 1 sO6n comparables a les desenvolupades en les fermentacions inoculades amb el

llevat cultivat a 25 °C (efecte peu de cuba) a 17 °C.

Les baixes temperatures redueixen la fluidesa de la membrana plasmatica dels

llevats limitant els canvis conformacionals de transportadors com els transportadors
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d’hexoses, amoni i aminoacids, determinants pel correcte desenvolupament de la FAL
(Bisson, 1999). Els llevats en aquesta situacidé canvien la composicio lipidica de la
membrana per tornar-la més fluida, 1 per tant més funcional. Aixi, un d’aquests canvis
¢s I’augment del grau d’insaturaci6 dels acids grassos de la membrana (Sinigaglia i col.,
1993). Perd la insaturacié d’acids grassos requereix oxigen el qual és limitat en
condicions de vinificacio. El subcultiu a baixes temperatures 1 en agitacid permetria
obtenir inoculs de llevats amb membranes enriquides en acids grassos insaturats i

conseqiientment millor adaptades a fermentacions a baixes temperatures.

Taula 37. Parametres cinétics de la fermentaci6 portada per Fermichamp.

T Pre-adaptacié No pre- Efecte Soca
adaptacié peude  criotolerant
cuba
Temps de lateéncia 17°C 1 1 1 1
(dies)
13°C 2 2 2 2
Velocitat maxima  17°C 34,8+0,1° 32,540,5"  33,8+0,1™  29,0+0,2°
de fermentacio
(g sucre/l dia) 13°C 21,6+0,8° 20,7+0,5*  21,1+0,1° 16,3+0,2°
Temps total de 17°C 11 13 13 13
fermentacio (dies)
13°C 15 19 19 31

Cada valor representa la mitja + desviacié estandard de dues fermentacions paral-leles. T, temperatura
de fermentacio. Grups estadisticament diferents segons preparacio inocul (a,b,c,d) (p <0.05).
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Figura 31. Cinétiques fermentatives i creixement de poblacions de llevats de microvinificacions portades
per la soca Fermichamp i el llevat criotolerant. Grafic superior determinacié de sucres per kit enzimatic
(veure annex I, apartat 3.5) dels darrers dies de fermentacio. Inocul pre-adaptat a 13 °C. e
no pre-adaptat. Inocul crescut a 25 °C (efecte peu de cuba )= Llevat criotolerant.

2 Dinamica de poblacions de llevats

A partir de plaques d’enumeracié de viables d’una mostra del most abans
d’inocular es va analitzar 30 colonies de llevats no-Saccharomyces, mitjancant 1’analisi
de restriccio de la regié gendomica que compren el gen 5,8S ARN; 1 zones no codificants
ITS (veure annex I, apartat 2.2.3.1; annex II). Es varen identificar diferents espécies que
coincidien amb els patrons d’amplificats i de digestions dels amplificats de soques de la
Coleccion Espanola de Cultivos Tipo (Universitat de Valéncia) publicats per Esteve-
Zarzoso 1 col., 1999. Les espécies identificades foren H. uvarum, C. stellata, P.
fermentans, C. incommunis 1 P. angophorae, en ordre de preséncia. Altres patrons no

tenen coincidéncia amb els publicats. Els llevats de les especies C. stellata 1 H. uvarum
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es poden desenvolupar bé en fermentacions portades a baixes temperatures (10 °C- 15
°C), pH elevats (3,5-4,0) 1 alta concentracid6 de sucre (> 200 g/l), com indiquen
Charoenchai i col., (1998). A excepcid del pH, les dues altres condicions es compleixen

per a les fermentacions assajades fins ara.

Com en fermentacions anteriors la preséncia de llevats no-Saccaromyces en el
most domina sobre els llevats Saccharomyces (Figures 32 1 33). Aquests predominen
cap a mitja fermentacid i s’imposen quasi bé totalment al final de fermentacid. En tots
ela casos la soca de llevat trobada al final de fermentacid i identificada com S.

cerevisiae, es tipifica com la soca inoculada.

No es constaten diferéncies remarcables entre les diferents formes de preparacio

de I’inocul a ambdues temperatures.

Com en el most de Carinyena del 97, es repeteixen dos fets ja assenyalats com
son: ’elevada carrega de llevats no-Saccharomyces a 1’inici amb la conseqiient
dificultat d’imposicio del llevat inoculat, i la preseéncia de llevats no-Saccharomyces al

final de fermentacio.
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Enoferm, adaptacié a 13 °C
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Figura 32. Evolucio de les poblacions de llevats al llarg de la FAL a 13 °C.

Saccharomyces cerevisiae. 1 No-Saccharomyces. Representen mitges de preséncia de 30 colonies
escollides a I’atzar de plaques d’enumeracié de poblaci6é de dues fermentacions paral-leles. ENO M2:
soca inoculada Enoferm M2. FERM soca inoculada Fermichamp. CRIO: soca inoculada criotolerant.
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Figura 33. Evolucio de les poblacions de llevats al llarg de la FAL a 17 °C.

Saccharomyces cerevisiae. 1 No-Saccharomyces. Representen mitges de preséncia de 30 colonies
escollides a I’atzar de plaques d’enumeracié de poblaci6é de dues fermentacions paral-leles. ENO M2:
soca inoculada Enoferm M2. FERM soca inoculada Fermichamp. CRIO: soca inoculada criotolerant.
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3 Evolucio del contingut d’amoni i aminoacids al llarg de la fermentacio

L’amoni desapareix del medi ja en els primers dies com s’observa a la Taules 38
1 39. A la temperatura de 13 °C la velocitat de desaparici6 d’amoni per a les
fermentacions inoculades amb Enoferm M2 no varien. En canvi, per a la soca
Fermichamp el consum d’amoni és més rapid per a I’inocul pre-adaptat que per a les
altres formes de preparacio de 1’inocul. Per la seva banda les fermentacions inoculades
amb la soca criotolerant mostren la menor velocitat de consum d’amoni que aniria

lligada al menor vigor de les cinétiques fermentatives desenvolupades.

Taula 38. Contingut d’amoni (mg/1) al llarg de les fermentacions a 13 °C.

ENOFERM M2 FERMICHAMP
TEMPS Pre- No pre- Efecte Pre- No pre- Efecte Soca
adaptacio adaptacio peu de adaptacié adaptacié peu de criotolerant
cuba cuba

MOST 125 125 125 125 125 125 125

5 0,7+0,1 0,5+0,4 3,312,3 0,5+0,1 40£17 40+17 4945
9 0,8+0,5 0,5+0,3 0,910,6 0,240,2 0,4+0,5 0,2+0,1 0,4+0,1
15 0,4+0,0 0,4+0,0 0,30,0 0,4+0,0 0,5+0,1 0,4£0,0 0,240,3
FINAL 0,4+0,1 0,5+0,0 0,5+0,0 0,7+0,1 0,5+0,2 60,1 0,9£0,3

Cada valor representa la mitja + desviacio estandard de dues fermentacions paral-leles.

No s’observen grans variacions de desaparicié d’amoni entre les tres soques i les
diferents maneres de preparar I’inocul a la temperatura menys extrema de 17 °C. També

s’observa una tendéncia a un petit augment d’amoni cap al final de la fermentacio6.

Taula 39. Contingut d’amoni (mg/1) al llarg de les fermentacions a 17 °C.

ENOFERM M2 FERMICHAMP
TEMPS Pre- No pre- Efecte Pre- No pre- Efecte Soca
adaptacié adaptacié peu de adaptacié adaptacié peu de | criotolerant
cuba cuba

Most 125 125 125 125 125 125 125
2 21+40,2 22+0,1 21+0,3 21+0,2 22+0,2 20£1,5 19£3,3
6 0,7£0,0 0,6%0,3 0,8+0,1 0,7£0,1 0,9£0,1 0,5£0,2 0,9£0,0
14 0,70,2 0,4+0,0 0,8+0,2 1,1£0,5 0,7£0,0 0,4£0,2 0,510,1
19 1,1+0,0 1,5+0,9 1,3+0,0 1,4+0,5

Cada valor representa la mitja + desviacio estandard de dues fermentacions paral-leles.

En relacio als continguts d’aminoacids totals al llarg de la fermentaci6 (Taula 40
i 41), segueixen un comportament similar als continguts d’amoni. Aixi, a 13 °C la
desaparici6 d’aminoacids és més rapida per a les fermentacions inoculades amb la soca
Fermichamp pre-adaptada, seguida per I’inocul subcultivat a 25 °C. La velocitat de
desaparicié d’aminoacids en les fermentacions inoculades amb la soca Fermichamp no
pre-adaptada i amb I’indocul de Enoferm M2, independentment de la preparacié de

I’inocul, és similar. Per a les fermentacions inoculades amb la soca criotolerant es
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verificaria una desaparici6 d’aminoacids més lenta. Al dia 9 de fermentaci6 totes les
fermentacions contenen unes quantitats d’aminoacids que estarien al voltant de 30 mg/I.
Aquest remanent estaria constituit principalment per aminoacids no assimilats pels
llevats, majoritariament en forma de prolina. No s’aprecien gaires diferéncies en el

contingut fins al final de la fermentacio.

Taula 40. Contingut d’aminoacids totals (mg gly/l) al llarg de les fermentacions a 13 °C.

ENOFERM M2 FERMICHAMP
TEMPS Pre- No pre- Efecte Pre- No pre- Efecte Soca
adaptacio adaptacié peu de adaptacié adaptacio peu de criotolerant
cuba cuba

MOST 543 543 543 543 543 543 543
5 120+14 11548,8 119432 7742,6 128+9,8 90£9,5 165477
9 36+17 36+1,2 47+11 32428 3349.6 30£3.4 38+6,3
15 29+0,1 37439 29+0,1 20+0,4 22423 23%1,3 42426
FINAL 35+1,3 3717 37+6,2 34+11 33492 22+0,2 3948.5

Cada valor representa la mitja * desviacio estandard de dues fermentacions paral-leles. Méetode de
determinacio per la ninhidrina, expressat en quantitats de glicina (gly).

La desaparicié d’aminoacids esta al voltant del 90 % al segon dia des de la
inoculacié de la soca Fermichamp pre-adaptada a la temperatura de 17 °C (Taula 27).
També per a la soca Fermichamp es constata una major celeritat de desaparicid
d’aminoacids per a les fermentacions inoculades amb els llevats pre-adaptats. Cal
assenyalar que la soca criotolerant fa desapar¢ixer els aminoacids del medi de manera
comparable a la soca Fermichamp pre-adaptada. Es podria pensar que per a la soca
criotolerant la temperatura de 17 °C és més idonia que la 13 °C en relaci6 a les
capacitats fermentatives. Com el cas de les fermentacions a 13 °C també la disminucio
maxima dels contingut d’aminoacids situa el contingut remanent al voltant de 30 mg/1.
S’observa cap al final de la fermentaci6é un augment del contingut d’aminoacids al medi.
Bisson, 1991, indica que cap al final de la fermentacié degut a la disfuncionalitat de les
membranes del llevats es dona un alliberament d’aminoacids. Els continguts
d’aminoacids al final de la fermentaci6 sembla dependre de la soca que ha portat a

terme la fermentacio.
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Taula 41. Contingut d’aminoacids totals (mg gly/1) al llarg de les fermentacions a 17 °C.

ENOFERM M2 FERMICHAMP
TEMPS Pre- No pre- Efecte Pre- No pre- Efecte Soca
adaptacio adaptacié peu de adaptacio adaptacié peu de criotolerant
cuba cuba
MOST 543 543 543 543 543 543 543
2 14849,0 226+29 173144 40+4,0 223£16 132441 53124
6 32470 43420 38+1,4 30442 26+1,3 35+5,0 30+0,7
14 42+11 39+7.8 46+2,0 41172 48+2,7 54+2.8 52+2.8
19 61142 5145,6 69+10 78+4,0

Cada valor representa la mitja * desviacié estandard de dues fermentacions paral-leles. Méetode de
determinacio per la ninhidrina, expressat en quantitats de glicina (gly).

4 Contingut d’etanol i productes secundaris en els vins

Les fermentacions portades a 17 °C rendeixen més etanol que a 13 °C per a les
diferents fermentacions inoculades amb la soca Enoferm M2 (Taula 42). Aquest fet
també¢ s’observa per a les fermentacions inoculades amb la soca Fermichamp, encara
que les diferéncies degudes a la temperatura no sén en aquest cas estadisticament
significatives. En relacid6 a la preparacio de I’inocul, els vins procedents de
fermentacions inoculades amb la soca no pre-adaptada produeix més etanol que la pre-
adaptada i crescuda a 25 °C. En canvi, els vins de fermentacions inoculades amb la soca
Fermichamp no mostren diferéncies segons la manera de preparar I’inocul. La
comparacio d’ambdues soques segons els continguts d’etanol que produeixen indica que

la soca Enoferm M2 ¢és marcadament més alcohologénica que la soca Fermichamp.

Les quantitats de glicerol en els vins produits a partir de la inoculaci6 de la soca
Enoferm M2 sén més elevades a 13 °C que a 17 °C (Taula 42). Aquest fet difereix de les
observacions de Castellari 1 col., 1995 els quals indiquen un augment del glicerol al
passar de temperatures de fermentacié suboptimes a Optimes més elevades, tant per a
soques criotolerants com per a soques no-criotolerants. La manera de preparar 1’inocul
també té una incidéncia significativa en el contingut de glicerol, ja que els vins
procedents de fermentacions inoculades amb el llevat pre-adaptat contenen més glicerol.
Aquestes observacions es repeteixen per a la soca Fermichamp (Taula 43), perd sense
significacio estadistica. La soca Enoferm M2 també produeix més glicerol que la soca
Fermichamp. Cal indicar que els vins fruit de la inoculaci6 de la soca criotolerant per a

fermentacions a 17 °C contenen les quantitats de glicerol més elevades. Una de les
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caracteristiques enologiques d’aquestes soques ¢és la produccié més elevada de glicerol

en relaci6 a altres soques (Feuillat i col., 1996).

Taula 42. Composicid dels vins produits per les soques Enoferm M2 i criotolerant.

T Pre- No Pre- Efecte Soca P
adaptacio adaptacié peu de criotolerant
cuba

Etanol (%, v/v) 17°C 13,9+0,0 14,7+0,4 14,2+0,0 14,2+0,6 t/i/-
13°C 13,8+0,1 14,2+0,0 13,8+0,4 13,2+0,0

Glicerol (g/1) 17°C 9,1+0,3 8,8+0,2 9,1£1,2 12,940,3 t/i/0
13°C 10,842,0 10,1+1,0 7,9£2,0 8,5+0,2

Acid succinic (g/) 17°C 1,4+0,1 1,4+0,1 1,440,1 0,9+0,0 -/i/-
13°C 1,4+0,1 1,2+0,1 1,3+0,0 0,8+0,0

Acid acétic (mg/l)  17°C 1002+32 1188+38 1020+74 1685+5 t/i/-
13°C 930+21 1026464 939+77 1211+45

Acetaldehid (mg/l) 17°C 13+£2,2 16+2,7 28+9,8 19+1,1 -/i/-
13°C 13+1,6 12+0,3 16+0,4 22+0,6

Cada valor representa la mitja = desviacio estandard de dos vins de fermentacions paral-leles. T,
temperatura de fermentacid. Anova (analisi de la variancia) de dos factors (temperatura/preparacid
inocul) sobre el contingut dels vins. -: diferéncies no significatives. t: efecte de la temperatura
fermentacio. i: efecte preparaci6 inocul ¢: diferéncia significativa dels dos factors conjuntament . Nivell
de significacid: p<0,05. No es reflecteix 1’analisi estadistic dels valors de la soca criotolerant amb la resta
de soques.

Les quantitats d” acid succinic en els vins (Taules 42 i 43) no varien gaire degut
a la temperatura de fermentacio. Per a la soca inoculada Enoferm M2 es comprova una
influéncia de la preparacié de 1’indcul, de manera que s’obtenen vins amb continguts
augmentats d’ acid succinic per al llevat pre-adaptat. La soca Enoferm M2 produeix més
acid succinic que la soca Fermichamp. Per una altra banda, les quantitats d’acid succinic
per les fermentacions inoculades amb la soca criotolerant son les més minses. Aquest
fet no es correspon al descrit per Feuillat i col., 1997, que indiquen que les soques

criotolerants augmenten les quantitats d’acids organics.
La temperatura de 13 °C dona vins amb continguts d’acid acétic menors que a la

temperatura de fermentaci6 més elevada (Taules 42 1 43) per a totes les soques

assajades, encara que unicament per a les soques Enoferm M2 i criotolerant la
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diferéncia és prou significativa. Els continguts d’acid acetic més elevats corresponen als
vins resultants de la inoculaci6 de la soca criotolerant, caracteritzada per estudis amb
most esteril com a llevats productors limitats d’acid acetic (Castellari 1 col., 1994;
Giudici 1 col., 1995; Feuilla i col, 1997). Les dificultats d’imposici6 de la soca
criotolerant sobre els llevats no-Saccharomyces 1 altres soques de llevats S. cerevisiae
endogenes al most en estudi, i conseqiientment el desenvolupament d’aquestes farien

augmentar els continguts d’acid acétic.

En general els indculs pre-crescuts ja sigui a la temperatura de fermentacio ja
sigui a 25 °C, donen lloc a vins amb continguts menors d’acid acetic que el llevat

unicament rehidratat.

Taula 43. Composicio dels vins produits per les soques Fermichamp i criotolerant.

T Pre- No Pre- Efecte Soca P
adaptacio adaptacié peu de criotolerant
cuba
Ethanol (%, v/v) 17°C 14,24+0,0 14,0+0,3 13,5+0,4 14,2+0,6 -/-/-
13°C 13,8+0,0 13,4+0,6 13,9+0,4 13,2+0,0
Glicerol (g/1) 17°C 8,9+0,2 9,7+0,8 6,740,2 12,9+0,3 -/-/-
13°C 10,4420 9,8+1,3 8,310,4 8,5+0,2
Acid succinic (g/) 17°C 1,30,1 1,240,0 1,240,1 0,9+0,0 “/-I-
13°C 1,240,1 1,240,1 1,240,1 0,8+0,0
Acid acétic (mg/l)  17°C 678+28 911+£9,9 702+34 1685+5 -/-/-
13°C 340+56 948+33 758441 1211+45
Acetaldehid (mg/l) 17°C 45+6,7 59+6,7 5241,3 19+1,1 t/i/-
13°C 15424 32455 23+0,3 22+0,6

Cada valor representa la mitja = desviacid estandard de dos vins de fermentacions paral-leles. T,
temperatura de fermentacid. Anova (analisi de la variancia) de dos factors (temperatura/preparacié
inocul) sobre el contingut dels vins. -: diferéncies no significatives. t: efecte de la temperatura
fermentacio. i: efecte preparaci6 inocul ¢: diferéncia significativa dels dos factors conjuntament . Nivell
de significacio: p<0,05. No es reflecteix I’analisi estadistic dels valors de la soca criotolerant amb la resta
de soques.

Les fermentacions inoculades amb soques Enoferm M2 i criotolerant donen els
vins amb els continguts d’acetaldehid (Taules 42 1 43) més baixos. La temperatura de
fermentacié també té rellevancia en el contingut d’acetaldehid, i es verifiquen

continguts menors a la temperatura més baixa. L’efecte temperatura t¢€ més incidéncia
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per a la soca Fermichamp que per a la soca Enoferm M2. Aixi mateix, els inoculs pre-

adaptats donen lloc a vins amb menor contingut d’acetaldé¢hid.

Els continguts dels diferents alcohols superiors analitzats (Taules 44 i 45), a
excepci6 del 1-hexanol, varien per efecte de la temperatura, soca i modalitat de
preparacié de I'inocul, amb interaccidé dels tres factors. Aixi, a 13 °C s’observen
continguts augmentats de 1-propanol estadisticament significatius per a la soca
Enoferm M2 i no estadisticament significatius per a la soca Fermichamp. En canvi, a la
temperatura de fermentacio més elevada de 17 °C, els vins contenen més 2-metil-

propanol, 3-metil-1-butanol 1 2-fenil etanol.

Taula 44. Alcohols superiors dels vins produits per les soques Enoferm M2 i criotolerant.

T Pre- No Pre- Efecte Soca P
mg/1 adaptacio adaptacio peude  criotolerant
cuba

1-Propanol 17°C 62+1,4 51+0,0 66+7,8 61+0,7 t/i/-
13°C 86+2,8 70+6,4 80+2,1 54+4.2

2-Metil-1-propanol 17°C 55+4,2 38+0,0 66+2,1 73+3,3 t/i/0
13°C 54+2.1 43+2,1 46+3,5 33442

3-metil-1-butanol  17°C 377+37 164+0 374+22 313+07 -/i/0
13°C 349+16 298+21 180=+11 243+18

1-Hexanol 17°C  1,13+0,08 1,13£0,08  1,30+0,10  1,27+0,14 -/~/-

13°C  1,21+0,12 1,09+0,00  1,23+0,00  1,21+0,02
2-Fenil etanol 17°C 106+£8,2 87+2,8 109£10 59+0,1 t/-/-

13°C 20425 25+0,8 3345,6 27433

Cada valor representa la mitja = desviacid estandard de dos vins de fermentacions paral-leles. T,
temperatura de fermentacid. Anova (analisi de la variancia) de dos factors (temperatura/preparacio
inocul) sobre el contingut dels vins. -: diferéncies no significatives. t: efecte de la temperatura
fermentacio. i: efecte preparacio inocul ¢: diferéncia significativa dels dos factors conjuntament . Nivell
de significacio: p<0,05. No es reflecteix 1’analisi estadistic dels valors de la soca criotolerant amb la resta
de soques.

Per una altra banda, la incidéncia de la modalitat de preparacio de I’inocul en el
contingut esta relacionada amb la soca de llevat i la temperatura de fermentacié. Es
verifiquen augments de propanol per a 1’inocul pre-adaptat de la soca Enoferm M2,

sense observar diferéncies per a la soca Fermichamp. El mateix comportament es
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comprova pels continguts de 2-metil-propanol, sense que hi hagi diferéncies entre

I’inocul pre-adaptat a la temperatura de fermentacio i 1’inocul crescut a 25 °C.

Taula 45. Alcohols superiors dels vins produits per les soques Fermichamp i criotolerant.

T Pre- No Pre- Efecte Soca P
mg/1 adaptacio adaptacio peude  criotolerant
cuba

1-Propanol 17°C 42+6,4 47+13 42+45,6 61+0,7 t/-/-
13°C 52+1.4 63+3,5 44+0,0 54442

2-Metil-1-propanol 17°C 5343,5 64+14 53+6.4 73+£3,3 t/-/-
13°C 30+0 31+6,4 2540,0 33442

3-metil-1-butanol  17°C 421+5,6 4772 368+74 313+07 t/1/0
13°C 188+16 359+0,7 282+0,0 243+18

1-Hexanol 17°C  1,16+0,07 1,07+£0,20  1,21+0,07  1,27+0,14 -/~/-

13°C  1,16+0,07 1,09+0,11 1,08+0,25 1,21+0,02
2-Fenil etanol 17°C 106+7,8 38+0,0 66+2,1 59+0,1 t/1/0

13°C 67+4,6 51+0,7 49+14 2743,3

Cada valor representa la mitja = desviacio estandard de dos vins de fermentacions paral-leles. T,
temperatura de fermentacié. Anova (analisi de la varidncia) de dos factors (temperatura/preparacio
indcul) sobre el contingut dels vins. -: diferéncies no significatives. t: efecte de la temperatura
fermentacio. i: efecte preparacio6 inocul ¢: diferencia significativa dels dos factors conjuntament . Nivell
de significacio: p<0,05. No es reflecteix 1’analisi estadistic dels valors de la soca criotolerant amb la resta
de soques.

Les quantitats d’alcohol isoamilic (3-metil-1-butanol) estan augmentades pels

inoculs pre-adaptats de la soca Enoferm M2 1 disminuits per la soca Fermichamp.

El 2-fenil etanol, compost favorable pels vins per donar aromes de rosa millorant
I’expressio aromatica, té les concentracions incrementades en els vins produits pel llevat
pre-adaptat de la soca Fermichamp. Cal indicar, que la soca criotolerant descrita com a
millorant en 1’expressi6é aromatica del vi (Feuillat i col., 1997) produeix menys 2-fenil

etanol que les restants soques.

A les Taules 46 i 48 es dona una relacido d’altres compostos, denominats
genéricament esters, que intervenen en I’aroma del vi per a les fermentacions inoculades
amb les soques Enoferm M2 i Fermichamp, respectivament, i es resumeixen en les

Taules 47 1 49 agrupats en tres families de compostos. Aquestes son, acids grassos,
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ésters d’acids grassos i acetats, en els quals s’inclouen I’acetat d’isoamil (banana),

acetat 2-feniletil (rosa) i succinat de dietil (floral).

Taula 46. Acids grassos, ésters d’acids grassos i acetats d’alcohols superiors dels vins produits per les
soques Enoferm M2 i criotolerant.

T Pre- No Pre- Efecte Soca
mg/1 adaptacio adaptacié peude  criotolerant
cuba

Butirat d’etil 17°C  0,25+0,02 0,50+0,32  0,24+0,00  0,18+0,00
13°C  0,30+0,12 0,274£0,09  0,35+0,02  0,29+0,00

Acetat d’isoamil 17°C  1,19+0,19 0,69+0,56 1,00+0,09 0,27+0,01
13°C  0,94+0,26 0,75+0,02  0,82+0,03  0,33+0,06

Hexanoat d’etil 17°C  0,54+0,03 0,83+0,05  0,57+0,04  0,31+0,01
13°C  0,55+0,10 0,76+0,06  0,61+0,09  0,70+0,06

Octanoat d’etil 17°C  3,47+0,67 7,5942,10  3,44+0,24  1,87+0,10
13°C  3,09+1,73 4,34+0,16  5,72+0,64  6,74+0,69

Decanoat d’etil 17°C  0,15+0,08 0,46+£0,34  0,20+0,00  0,11+0,01
13°C  0,17+0,15 0,21+£0,03  0,58+0,17  0,46+0,07

Succinat de dietil 17°C  0,50+0,17 0,30+0,20  0,52+0,02  0,31+0,02
13°C  0,32+0,05 0,34+0,01  0,08+0,10  0,13+0,03

Acetat 2-fenil-etii 17°C  0,20+0,00 0,21+£0,05  0,20+0,01  0,07+0,00
13°C  0,23+0,17 0,10+£0,00  0,15+0,00  0,04+0,00

Dodecanoat d’etil  17°C  0,01+0,00 1,89+2,66  0,02+0,00  0,02+0,00
13°C  0,02+0,01 0,03+£0,00  0,04+0,00  0,02+0,00

Acid hexanoic 17°C  2,38+0,28 2,10+1,54  2,60+0,18  1,48+0,01
13°C  2,49+0,31 3,1240,04  2,44+0,19  3,19+0,17

Acid octanoic 17°C 3,2240,2 2,72+1,07 3,91+0,08 1,78+0,22
13°C  3,65+0,88 4,44+0,08  3,09+0,28  4,45+0,11

Acid decanoic 17°C  0,60+0,16 2,28+1,79  1,39+0,04  0,57+0,09
13°C  1,12+1,17 1,45+£0,05  1,19+0,24  1,35+0,14

Acid dodecanoic ~ 17°C  0,04+0,03 0,03+0,01  0,14+0,00  0,07+0,01

13°C  0,11+0,11 0,20+0,01  0,01+0,00  0,04+0,03

Cada valor representa la mitja + desviacidé estandard de dos vins de fermentacions paral-leles. T,
temperatura de fermentacio.
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Taula 47. Acids grassos, ésters d’acids grassos i acetats d’alcohols superiors dels vins produits per les
soques Enoferm M2 i criotolerant.

T Pre- No Pre- Efecte Soca P
mg/1 adaptacié adaptacio peude  criotolerant
cuba

Acids grassos () 17°C 6,25:034  7,13%0,83  804:022 391:029  -/-/-
13°C 737185  9,20+0,10  7,1040,55  9,03+0,38

Esters d’acids ~ 17°C 4412071  11,28+548 446+028  2,50+0,11  -/-/-
grassos () 13°C  4,13£2,12  56140,16  4,0144,65 821+0,82

Acetats d’alcohols  17°C  1,89+0,03  1,19+0,72  1,7240,07  0,66+0,00  -/-/-

superiors (¥)  13°C  1,50£0,14  1,19+0,03  0,60+0,67  0,50+0,03

Cada valor representa la mitja = desviacio estandard de dos vins de fermentacions paral-leles. T,
temperatura de fermentacid. Anova (analisi de la variancia) de dos factors (temperatura/preparacid
inocul) sobre el contingut dels vins. -: diferéncies no significatives. t: efecte de la temperatura
fermentacio. i: efecte preparacio6 inocul ¢: diferéncia significativa dels dos factors conjuntament . Nivell
de significacid: p<0,05. No es reflecteix 1’analisi estadistic dels valors de la soca criotolerant amb la resta
de soques.

L’analisi estadistica de les diferents families de compostos (Taula 47 i 49)
només revela diferéncies en relacié al contingut d’acid grassos entre les soques
inoculades en les fermentacions (estadistica no mostrada). Si bé, per a la soca
Fermichamp, la temperatura i la modalitat de preparacié de I’inocul tenen efectes en els
continguts d’aquests compostos a excepcid dels acids grassos, no se’n verifiquen en cap
cas per a la soca Enoferm M2. Aix0, estaria en sintonia amb els treballs descrits per
varis autors (Soles i col., 1982; Ribéreau-Gayon, 1998; Lema 1 Garcia, 2000) que

assenyalen la incidéncia de la soca sobre el contingut d’aquests compostos.

Aixi, per a les fermentacions inoculades amb la soca Fermichamp s’obtenen a 17
°C vins amb majors continguts d’acetats i menors continguts d’esters d’acids grassos
respecta a la temperatura de 13 °C. Cal assenyalar, que Rapp i1 Versini, 1997,
especifiquen que a temperatures més baixes son produits i retinguts més esters fruitats
(acetats d’isoamil, acetat d’isobutil, butirat d’etil, acetat d’hexil), i que les
concentracions octanoat d’etil 1 d’acetat 2-feniletil s’incrementen amb 1’augment de la
temperatura. En relacio a la modalitat de preparacié dels inoculs, amb la soca pre-
adaptada s’obtenen vins amb continguts més elevats d’ésters d’acids grassos al
comparar amb les altres modalitats. En canvi, els indculs pre-cultivats a 25 °C rendeixen
vins amb continguts d’acids grassos 1 acetats més elevats, amb poca diferéncia amb els

inoculs pre-adaptats.
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Taula 48. Acids grassos, ésters d’acids grassos i acetats d’alcohols superiors dels vins produits per les
soques Fermichamp i criotolerant.

T Pre- No Pre- Efecte Soca
mg/1 adaptacié adaptacio peude  criotolerant
cuba

Butirat d’etil 17°C  0,03%0,00 0,16+0,15  0,34+0,14  0,18+0,00
13°C  0,24+0,01 0,18+0,16  0,18+0,19  0,29+0,00

Acetat d’isoamil  17°C  0,88+0,19 0,73£0,11  0,88+0,16  0,27+0,01
13°C  0,75+0,04 0,59£0,02  1,00£0,11  0,33+0,06

Hexanoat d’etil 17°C  0,54+0,03 0,30+0,24  0,57+0,06 0,31+0,01
13°C  0,63%0,07 0,50+0,12  0,64+0,15  0,70+0,06

Octanoat d’etil ~ 17°C  2,05+0,27 2,17+0,51  3,23+0,39  1,87+0,10
13°C  5,00+0,28 2914125 3274083  6,74+0,69

Decanoat d’etil  17°C  0,09+0,00 0,13£0,04  0,20+0,03  0,1120,01
13°C  0,25+0,07 0,1840,08  0,17+0,04  0,46+0,07

Succinat de dietil 17°C  0,27+0,07 0,13+0,04  0,32+0,11 0,31+0,02
13°C  0,22+0,01 0,18+0,03  0,18+0,06  0,13+0,03

Acetat 2-fenil-etil  17°C  0,34+0,02 0,30£0,01  0,24+0,20  0,07+0,00
13°C  0,25+0,01 0,15£0,02  0,21+0,04  0,04+0,00

Dodecanoat d’etil  17°C  0,01%0,00 0,02£0,01  0,02+0,01  0,02+0,00
13°C  0,01%0,00 0,02+0,01  0,01+0,00  0,02+0,00

Acid hexanoic 17°C  2,45+0,17 1,96+0,07  2,63+0,32  1,48+0,01
13°C  2,82+0,34 2,26+0,24  2,82+0,06  3,19+0,17

Acid octanoic 17°C  3,65+0,80 2,71£0,10  3,32+0,12  1,78+0,22
13°C  4,24+0,05 2,9240,76  4,37+045  4,45+0,11

Acid decanoic ~ 17°C  0,05+0,00  0,05+0,02  0,84+0,25  0,57+0,09
13°C  1,61£0,27 1,1340,47  1,22+0,00  1,35+0,14

Acid dodecanoic  17°C  0,07+0,00 0,07+0,08  0,51+0,54  0,07+0,01

13°C  0,12+0,02 0,14+0,09  0,06£0,02  0,04+0,03

Cada valor representa la mitja + desviacié estandard de dos vins de fermentacions paral-leles. T,
temperatura de fermentacio.
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Taula 49. Acids grassos, ésters d’acids grassos i acetats d’alcohols superiors dels vins produits per les
soques Fermichamp i criotolerant.

T Pre- No Pre- Efecte Soca P
mg/1 adaptacié adaptacio peude  criotolerant
cuba

Acids grassos () 17°C 6,22£021 4,790,090 7.29:0,73  391%029 /i
13°C  597+034  534+0,10 847035  9,03+0,38

Esters d’acids ~ 17°C  2,7240,03  2,7840,93  4,35:033  2,50+0,11  ti/0
grassos () 13°C  7,50£0,07  2,63+0,16  427+0,70  821+0,82

Acetats d’alcohols  17°C  1,50+0,17  1,16£0,10  1,4440,07  0,66+0,00  t/i/-

superiors (¥)  13°C  1,22+0,05  0,88+0,03  1539+0,09  0,50+0,03

Cada valor representa la mitja = desviacio estandard de dos vins de fermentacions paral-leles. T,
temperatura de fermentacid. Anova (analisi de la variancia) de dos factors (temperatura/preparacid
inocul) sobre el contingut dels vins. -: diferéncies no significatives. t: efecte de la temperatura
fermentacio. i: efecte preparaci6 inocul ¢: diferéncia significativa dels dos factors conjuntament . Nivell
de significacid: p<0,05. No es reflecteix 1’analisi estadistic dels valors de la soca criotolerant amb la resta
de soques.

L’analisi per components principals (veure annex I) de les variables que
representen gran part del component volatil del vi (Taules 44, 45, 46, 47, 48 1 49) ens
confirmen de manera més global el que ja s’ha descrit gracies a 1’analisi de la variancia
(MANOVA). Es construeixen tres eixos factorials (X: 26 %, Y: 25 %, Z: 16 %) que
representen el 66,4 % de la informaci6 inicial, suficient per veure agrupacions de les
diferents fermentacions degudes a la soca inoculada i a la temperatura de fermentacid. A

la Taula 50 s’indica les variables que contribueixen més a formar les tres components.

Taula 50. Variables que contribueixen més a la formacio dels eixos.

Factor 1 (X) Factor 2 (Y) Factor 3 (Z)

Acetat d’isoamil (-0,76) 3-Metil-1-butanol (-0,72) Propanol (0,82)
Succinat de dietil (-0,78) Acids grassos () (0,82)

Esters d’acids grassos ()
(0,84)

(coeficients de regressio lineal respecte als eixos formats)
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Figura 34. Representacio de les diferents fermentacions en relacid als eixos principals agafats d’en dos
en dos. ENO: Enoferm M2. CHA: Fermichamp. A13: pre-adaptaci6 a 13 °C. A17: pre-adaptacio a 17 °C.
A25: pre-adaptacié a 25 °C. NA: no pre-adaptacio. 13: temperatura de fermentacié de 13 °C. 17:
temperatura de fermentacié de 17 °C. A i B, duplicats.
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Les representacions de les diferents fermentacions sobre els eixos principals
permet indicar que la temperatura té una incidéncia en els continguts d’acetat d’isoamil
1 de succinat d’etil, de manera que a 13 °C s’obtenen vins amb menys quantitats respecte
a 17 °C. A aquesta darrera temperatura les quantitats dels esmentats compostos no soén
tant homogenies. Un efecte de la temperatura sobre el contingut de la totalitat d’acids
grassos, esters d’acids grassos i 3-metil-1-butanol també s’observa perd de manera més
lleugera. Per una altra banda el continguts de propanol estarien influenciats clarament
per a la soca inoculada, obtenint amb la soca Enoferm M2 vins que contenen més

propanol que amb la soca Fermichamp.

Vista la preséncia important a [I’inici de fermentacidé de llevats no-
Saccharomyces (Figures 32 1 33), es de preveure que tinguin una forta incidéncia en la
composicié de productes secundaris del vi, i en concret en la composicid dels
components volatils representada principalment pels alcohols superiors i ¢sters. En
aquest sentit, Soden i col. (2000), varien el perfil aromatic dels vins de Chardonnay al
co-fermentar els mostos amb una soca comercial de S. cerevisiae 1 amb una soca ben

establerta de C. stellata.
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CONCLUSIONS

1.

Es verifiquen grans diferéncies respecte a la composicid nitrogenada entre els
mostos estudiats. La composicié aminoacidica ens permet agrupar els mostos segons
el seu origen. En tots els casos, el contingut en nitrogen disponible pels llevats
supera ampliament el valor minim necessari per portar a terme la fermentacio, a

excepcio del most de Carinyena que ho supera lleugerament.

Els adjuvants nutritius subministrats a les dosis habituals aporten al most nitrogen
disponible principalment en forma d’amoni, i en menys mesura en forma
d’aminoacids. El Fermaid K (FDK) a part aporta factors de creixement i elements

desintoxicants.

La temperatura marca de manera important el desenvolupament de la fermentacid
alcoholica de forma que a la temperatura més alta (17 °C) s’incrementen les
velocitats maximes 1 s’escorcen les durades de fermentacio. Aixi mateix, a més
baixa temperatura (13 °C) s’accentuen el problemes fermentatius que es presentaven

a la temperatura més alta.

L’efecte dels adjuvants nutritius utilitzats sobre la fermentacié alcoholica depen del
tipus d’adjuvant, de la dosi aplicada , composicio nitrogenada del most i el moment
d’aplicaci6. Augmenten les velocitats maximes i1 disminueix en la durada
fermentativa dels mostos amb quantitats moderades de nitrogen disponible, no tenen
efecte sobre la fermentaci6 amb mostos amb continguts elevats de nitrogen
disponible, i no solucionen alentiments de fermentacié. Aplicacions dels adjuvants
en fermentacions molt avangades no tenen efectes sobre el desenvolupament de la
fermentacid. Son contraproduents dosis d’aplicacions d’adjuvant que representin
més de 950 mg/l de nitrogen disponible pels llevats, és preferible no superar el 500
mg/l degut a que s’observa una reducci6 de 1’activacio de la fermentacié alcoholica

a valors superiors .

S’ha trobat un parametre empiric que té en compte el contingut de sucre del most i

el nitrogen disponible contingut en els aminoacids neutres. Aquest parametre es
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11.

12.

Conclusions

correlaciona linealment amb la velocitat maxima de fermentacido per a tots els
mostos assajats, tant els mostos sense suplementar amb adjuvants com els

suplementats. Aquest parametre estimaria la fermentabilitat d’un most.

Es comprova un lleuger efecte sinérgic dels adjuvants assajats, fosfat de diamoni

(FDA) i Fermaid K (FDK) que només es verifica per a la soca Enoferm M2.

Els adjuvants permeten una millor imposicié de la soca inoculada.

L’afegiment d’adjuvants déna lloc a vins amb menys quantitat d’acid acétic i en

general d’alcohols superiors.

Els llevats nadius, i en concret els no-Saccharomyces, tenen una incidéncia a 1’inici
de la fermentaci6 alcoholica. Competeixen amb la soca inoculada, i poden fer variar
el consum diferencial de sucres, 1 en fermentacions alentides tenir una influéncia en

la composicio dels vins finals.

Es verifica una millora fermentativa en pre-cultivar els inoculs a la temperatura de

fermentacid. Aquest fet és dependent de la soca de llevat inoculada.

Hi ha una certa incidéncia en els continguts de productes secundaris pel fet de pre-
adaptar I’inocul a la temperatura de fermentacio, dependent de la soca de llevat

inoculada i1 temperatura de fermentacio.

Es constanten certes caracteristiques inherents del most de lavarietat Carinyena que
dificulten el correcte desenvolupament de la fermentacio alcoholica, com soén la
carrega inicial important de llevats nadius 1 el baix contingut de nitrogen disponible
pels llevats. Els adjuvants afegits permeten una millor imposicio de la soca de llevat

comercial que ha portar I’acabament de la fermentacio.
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ANNEX I. MATERIALS I METODES
1 MOSTOS I CONDICIONS DE FERMENTACIO

1.1 Microfermentadors

Les fermentacions es duen a terme en ampolles de vidre (Pyrex o Simax) 500 ml o en ampolles
bordoleses (750 ml), préviament netes. Cada ampolla porta una mosca magnética que permetra
homogeneitzar el liquid abans de prendre mostres, i un tap fet de coto fluix. Tot el conjunt s’autoclava.

1.2 Mostos

Els mostos frescos provenen de Miguel Torres, S.A. Els mostos de varietats blanques estan
desfangats, i els de les varietats negres sagnats després d’una breu maceracié amb les pellofes (no més de
24 hores), destinats a la produccié de vins blancs i rosats respectivament.

1.3 Ompliment dels microfermentadors

Les ampolles s’omplen amb most de manera que hagi la minima cambra d’aire i no es mulli el
tap. Aixo, representa uns 450 ml per a les ampolles de 500 ml i uns 700 ml per a les ampolles de vi.
Segons I’experiment, s’omplen 3 o 2 ampolles per condicid, amb el most corresponent.

1.4 Preparacio6 de I’inocul de llevat i inoculacio

Els llevats secs actius (LSA) comercials es rehidraten en 10 vegades el seu pes en aigua tebia (30
°C-40 °C) sucrada (5 %) segons especifica la casa productora. Es remena suaument durant 30 minuts per
evitar la formaci6 de grumolls i maximitzar la viabilitat. Poc abans que passi la mitja hora, s’agafa una
mostra del rehidratat, i es fa un recompte de cél-lules en cambra de Neubauer. Coneixent el nombre de
cél-lules/ml es calcula el volum de rehidratat necessari per inocular els microfermentadors amb 2x10°
cél-lules/ml en la majoria dels experiments.

1.5 Presa de mostra

Durant la fermentaci6 alcoholica es prenen mostres. Una aliquota servira per al seguiment de
poblacid, i la resta de la mostra es centrifuga a baixes revolucions per a poder descartar les cél-lules. Es
dispensen en tubs petits de plastic de 1,5 ml (Eppendorf), i es conserven congelats a —20 °C, fins el
moment de les analisis. Pels vins acabats, es centrifuguen a baixes revolucions, una part es dispensa per
congelar-lo, i la resta s’utilitza immediatament per a analitiques que requereixen volum gran de mostra,
com la determinaci6 grau alcoholic.
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2 SEGUIMENT FERMENTACIO
2.1 Seguiment de la cinética fermentativa

La monitoritzacio6 de la fermentacio, es a dir el consum de sucres a llarg dels temps, es realitza per
pesades diaries (1 cop o 2 cops) dels fermentadors amb una granetari electronic Fy-200 (A & D, Japd). La
pérdua de pes diaria del fermentador representar el CO, format fruit de la fermentacié de sucre. Amb la
segiient formula (Geneix, 1984), que té en compte un rendiment hipotétic, el valor de dioxid de carboni
format es transforma en sucre (hexoses) fermentat. En cas de presa de mostra, es fa una pesada abans i
despres de la presa, i es desprecia el volum perdut en el mostreig.

- Asucre(g/l): (Pt'PtH) ’ %O\/f

-Asuere g1y - Consum de sucres.

P;: Pes en temps t.

Py Pes en un temps posterior t+1.
V¢ Volum de most en litres.

Coneixent la quantitat de sucre inicial del most per métodes que es descriuven més endavant, es
confeccionen les corbes consum sucre respecte al temps. A partir d’aquestes corbes s’obtenen els valors
de temps de laténcia, velocitat maxima, com el valor absolut del pendent de la part lineal de la corba, i
temps total de fermentacid. Es considerada acabada la fermentacidé quan les quantitats de sucres residuals
son igual o menors a 2 g/l.

a) b)
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200 §-,

200

y=0912x - 8,366
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Figura Al. a) Correlacio lineal de dos meétodes de determinacio de sucres a llarg de la fermentacio
alcoholica: meétode de pesada del fermentador i metode de determinacié de hexoses per kit enzimatic
(Boeringher Mannheim). b) Calcul de parametres cinetics de la fermentacio: Velocitat maxima (Vipy),
temps de laténcia i durada de la fermentaci6 alcoholica.
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2.2 Seguiment de poblacions de microorganismes
2.2.1 Recompte de viables
El creixement dels llevats durant la fermentacié alcoholica es porta a terme determinant el nombre

de colonies crescudes (UFC, unitats formadores de colonies) en plaques de Petri que contenen medi solid
YPD, amb la segiient composicio:

Glucosa: 20 g
Peptona (Difco): 20¢g
Extracte de llevat (Difco): 10g
Agar (tipus E, Biokar Diagnostics): 20g
Aigua destil-lada: 1000 ml

La mescla s’autoclava, i es dispensa a les plaques a una temperatura convenient (uns 50 °C).

Procediment:
1) Sembrar la placa amb un indcul (mostra diluida adientment) de 100 pl.
2) Estendre per la superficie mitjangant una nansa de Digralski o perles de vidres préviament
esterilitzades.
3) Introduir les plaques en un incubador a 30 °C.
4) Contar les colonies de les plaques passat 48 hores, i confeccionar les grafiques a escala
logaritmica envers al dia de fermentacio.

2.2.2 Aillament de llevats Saccharomyces i no-Saccharomyces.

Les espécies de llevats Saccharomyces no poden créixer en un medi que contingui lisina com a
unica font de nitrogen, en canvi els altres llevats es desenvolupen.

El medi lisina es prepara de la segiient manera:
1) Preparar una solucié de lactat potasic:
18 ml d’acid lactic al 85 %.
14 g KOH.
2) D’aquesta solucio agafar 4 ml i s’afegeixen a 1 litre d’aigua destil-lada.
3) Addicionar 66 g de pols de medi lisina (ADSA micro).
4) Escalfar la mescla fins dissoldre totalment el medi amb agitaci6 per a evitar sobreescalfament.
5) Refredar fins a 50 °C en un bany i s’afegeix 1 ml d’acid lactic al 10 % per ajustar el pH
aproximadament a 5.0.
6) Distribuir en plaques.

Procediment:
1) Repicar amb un escuradents estéril una colonia de la placa de recompte de viable escollida a
I’atzar en una placa amb medi YPD i una altra amb medi lisina.
2) Repetir ’operacio fins a 30 colonies.
3) Introduir les plaques en un incubador a 30 °C.
4) Comprovar creixement de les plaques.

Els llevats Saccharomyces formen colonies només a les plaques de YPD, i en canvi les no-
Saccharomyces en ambdues plaques.
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2.2.3 Identificacié i tipificacio dels llevats

Els llevats no- Saccharomyces s’identifiquen només a nivell d’espécie, i els llevats Saccharomyces
es tipifiquen fins a nivell de soca.

2.2.3.1 Identificacioé a nivell d’espécie

El métode consisteix en explotar la variabilitat d’una regio de la unitat repetida ADN;, del genoma

del llevats que inclou el gen que codifica per I’ARN; 5.8S i dos regions no codificants anomenades
espaiadors transcrits interns (ITS1 1 ITS2).
El primer pas del métode és amplificar aquesta regié genomica mitjangant la reaccid en cadena de la
polimerasa (White i col., 1990). La diferéncia de mida dels amplificats ja ens permet diferenciar i
identificar espécies. El segiient pas és la digestio dels amplificats amb endonucleases. Les mides dels
amplificats i de les bandes de digestid resoltes electroforéticament es comparen amb aquelles obtingudes
del llevats tipus de la CECT (Coleccion Espafiola de Cultivos Tipos, Valencia, Espanya).

Procediment:
PCR
1) Collir les cél-lules directament de una colonia de llevat frescs amb un escuradents estérils, i
resuspendre en 50 pl de mescla de la reaccio.
2) La mescla de la reacci6 de PCR cont¢ 0,5 puM de [Dencebador ITS1 (5°
TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3°) i 0,5 uM de Tl’encebador ITS4 (5’
TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’), 10 uM deoxinucleotids (ANTPS), 1,5 mM MgCl, i tampo 1
X. Tots els productes de la firma Ecogen.
3) Escalfar la suspensio 95 °C durant 15 minuts en un termociclador (Perkin-Elmer).
4) Passat aquest temps afegir a cada tub entre 0,5 i lunitats d’ADN Taq polimerasa (Ecogen).
5) Iniciar el programa de PCR amb les segiients condicions: desnaturalitzaci6 inicial a 95 °C
durant 5 minuts/ 35 cicles de desnaturalitzaci6 a 95 °C durant 0,5 minuts, hibridaci6 a 52 °C durant
1 minut i extensio a 72 °C durant 1 minut/ extensio final a 72 °C durant 10 minuts.

Digestions amb endonucleases

1) Preparar la mescla de digestié (un tub per enzim) de volum total de 25 ul que conté 10 pl del
producte de PCR (aproximadament entre 0,5 i 1,0 ug d’ADN), tampd 1 X corresponent a cada
enzim i 5 unitats d’enzim (Cfol, Haelll o Hinfl (Boeringer Mannheim)).

2) Incubar els tubs un minim de dues hores al bany a 37 °C.

Resolucio dels productes de PCR i de digestio
Preparacio del gel d’agarosa
1) Afegir la quantitat d’agarosa (multipropose, Boeringher Mannheim) pel percentatge
estipulat (els productes de PCR i de les digestions es resolen en gels d’agarosa de 1% i 2%,
respectivament) al tamp6 TBE (Tris base 89 mM, acid boric 89 mM, EDTA 2 mM, pH 8), i
escalfar al microones fins que s’observi una solucié nitida.
2) Refredar fins a 50 °C , afegir una quantitat de bromur d’etidi (0,5 pg/ml), abocar al
motlle del gel, i col'locar les pintes que conformaran els pous per les mostres.
3) Un cop solid, introduir el gel dins la cubeta d’electroforesi plena de tampd TBE.
Carrega
Les mostres s’apliquen a les que préviament s’hi ha addicionat solucié de carregar (1 pl
per 5 ul de mostra) per facilitar la carrega de la mostra i el seguiment de 1’electroforesi
(soluci6 10 x: 0,25 % (p/v) blau de bromofenol, 1% (p/v) dodecilsulfat sodic (SDS), 20 %
(v/v) glicerol, 0,1 M Na2EDTA, pH 8).
Electroforesi
L’electroforesi es porta a terme entre 50 i 100 volts durant un minim de dues hores.
Visualitzacio
Es visualitza el resultat en un transil-luminador de llum UV i es fotografia (Polaroid DS-
34). Les mides de les bandes s’estimen per comparacié amb un patr6é de grandaria d’ADN
(100 pb ladder, GIBCO-BRL).
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2.2.3.2 Tipificacio a nivell de soca

Per a la identificacid de soques s’aprofita 1’alt polimorfisme trobat en els perfils de restriccio de
I’ ADN mitocondrial. La eficiéncia del métode es basa en 1’eleccio d’enzims de restriccié amb dianes molt
freqiients al genoma, de manera que queda molt esmicolat després de la digestio, 1 no es requereix per tant
una purificacié de I’ADN mitocondrial. En canvi aquest enzims tenen poques dianes en una zona de
I’ ADN mitocondrial altament repetit, on s’explota la variabilitat (Querol i col., 1992).
El métode es porta a terme amb una aillament de I’ADN total del llevat, digestio amb nucleasa escollida i
obtenciod de perfils de bandes per electroforesi en gel d’agarosa a 0,8 %.

Procediment:
Extraccié d’ADN
1) Es fa créixer les cél-lules en 5 ml de medi YPD (mateixa composicio que el solid pero sense
agar) durant 12 hores (o temps suficient per obtenir un bon creixement) a 26 °C
2) Centrifugar a 10 minuts a 3.000 rpm. Rebutjar el sobrenedant.
3) Resuspendre el pellet amb 5 ml d’aigua agitant amb vortex per netejar les cél-lules.
4) Centrifugar durant 10 minuts a 3.000 rpm. Rebutjar el sobrenedant.
5) Afegir 500 ul de tampo 1 (0,9 M sorbitol, 0,1 M EDTA, pH=7,5). Es resuspén el pellet i es
traspassa a un tub Eppendorf.
6) Afegir 40 pl d’una solucié de zymoliasa 60000 (1,5 mg en 1300 pl de tampd 1). Incubar la
suspensio final a 37 °C durant una hora.
7) Centrifugar 5 minuts a 7000 rpm. Rebutgem el sobrenadant.
8) Resuspendre les céllules en 500 pl de tampd 2 (50 mM Tris pH 7,4; 20 mM EDTA) amb
pipeta.
9) Afegir 50 pl de dodecilsulfat sodic (SDS) de 10 % i agitar els tubs amb els dits.
10) Afegir 200 pl d’acetat de potassi 5 M i incubar dins del gel durant 30 minuts com a minim.
Agitar vigorosament els tubs.
11) Centrifugar durant 20 minuts a 12000 rpm a 4 °C .
12) Transferir el sobrenedant a un altre tup Eppendorf i afegir 700 pl d’isopropanol i incubar a
temperatura ambient durant 10 minuts.
13) Centrifugar 15 minuts a 10000 rpm.
14) Eliminar el sobrenedant i afegir 500 pl d’etanol 70 %.
15) Centrifugar 5 minuts a 10.000 rpm.
16) Eliminar el maxim possible d’etanol amb una micropipeta. Eixugar el pellet al buit
(speedback) fins que es vegi transparent.
17) Resuspendre el pellet en 30 pl de TE (10 mM Tris pH 7,4; ImM EDTA).
18) Afegir 2 ul ARNsa A (10 mg/l, Boeringher Manheim) i incubar durant 30 minuts a 37 °C.
Quantificacio d’ADN
Per valorar la quantitat i qualitat de I’ADN extret es fa una electroforesi d’una mostra en gel
d’agarosa 0,8 % 1 es compara amb el marcador fag A digerit amb HindIll (0,25 ng/ul, Roche
Diagnostics Corporation, Indianapolis, USA).
Digestions
Les digestions es realitzen habitualment amb Hinfl (Boeringher Mannheim) amb 10 ul d’ADN
extret sobre un volum total de 20 pl. Cal indicar que els perfils de digesti6 amb Alul i Rsal
(Boeringher Mannheim) es poden distingir 1’especies del grup I (Saccharomyces sensu stricto)
(Guillamén i col., 1994).
Electroforesi
L’electroforesi de les digestions es porten a terme en gels d’agarosa de 0,8 % i s’aplica una corrent
de 25 a 30 volts durant un minim de 8 hores. El marcador consisteix en una barrejar al 50 % del
marcador marker II i del marcador marker III, ambdoés de la firma Roche Diagnostics Corporation.
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3 ANALITIQUES BASIQUES EN MOSTOS I VINS

3.1 Grau probable

Indica el grau alcoholic potencial d’un most si es transforma tot el sucre fermentable.
El grau probable d’un most es mesura amb un refractometre, i s’expressa en forma de grau alcoholic (%
vol).

3.2 Acidesa total

L’acidesa es la suma dels acids quan es porta a un pH=7 afegint una soluci6 alcalina. La
valoracio es fa mitjangant valoracié amb blau de bromotimol (solucié de 4 g/l) com indicador de final
reaccio.

Procediment:

1) Diluir convenientment les mostres de mostos i vins rosats per disminuir la coloracio.

2) Desgasificar els vins.

3) Afegir a 10 ml de mostra unes gotes d’indicador.

4) Addicionar gota a gota una solucid d’hidroxid de sodi 0,1 M mitjancant bureta mentre s’agita el

got que conté la mostra, fins a viratge de color.

Calcul:
El nombre de ml gastats de solucié hidroxid de sodi 0.1 M per obtenir un viratge a verd blavos, es
multiplica per 0,075 per obtenir I’acidesa expressada en g d’acid tartaric per ml.

3.3 pH
El pH es mesura amb pHmetre micropH 2002 (Crison).

Procediment:
1) Calibrar el pHmetre amb solucions estandarditzades de pH 7 i 4.
2) Submergir I’eléctrode i el sensor de temperatura en el got que conté la mostra.
3) Efectuar la lectura de pH una vegada estabilitzada la mesura.

3.4 Determinacio de sucres reductors

S’estimen les quantitats d’hexoses (glucosa i fructosa principalment) en el most i sucres residuals
en mostres d’estadis finals de la fermentaci6 alcohdlica per determina I’acabament de fermentacio.
El métode es basa en la capacitat reductora d’una solucié cupric-alcalina per part de les hexoses deguts a
que presenten grups carbonils en les seves molécules. S’utilitza el métode modificat de Rebelein (Garcia
Barcelo, 1990). Els reactius i bureta provenen de GAB (Moja-Olérdola, Barcelona).

Procediment:
1) Mesurar exactament 10 ml de soluci6é coure de manera exacta amb un pipeta de doble enras.
Vessar en un matrau de 250 ml.
2) Afegir 5 ml de soluci6 alcalina.
3) Afegir 2 ml de mostra. Diluir 100 vegades per mostos i no diluir per mostres de final de
fermentacio.
4) Afegir pedra tosca per homogeneitzar la ebullicio.
5) Escalfar tapant el matrau amb un vidre de rellotge. Comptar 1 minut i mig exactament. Passat
aquest temps treure el matrau i refredar-ho amb aigua corrent.
6) Afegir 10 ml de solucié de iodur, 10 ml de solucié de mid6 i 10 ml d’acid sulfuric. La mescla
agafa un color negre.
7) Valorar amb bureta de 30 ml que conté tiosulfat de sodi. Afegir aquesta solucio fins a viratge de
color de la mescla (de negre a blanc lletos).

Calcul:
El volum de tiosulfat de sodi no gastat correspon als g de sucre reductor per 1 a la mostra.
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3.5 Determinacio6 de glucosa i fructosa

L’analisi es basa en reaccions enzimatiques i es porta a terme mitjangant un robot analitzador V.P.I

(Tecnologia Difusion Ibérica, S.L, Gava, Barcelona). Primer es valora la quantitat de glucosa més
fructosa. Després es quantifica la glucosa de la mostra. La diferencia entre la glucosa més fructosa i la
glucosa es donen el valor de fructosa a la mostra.
En preséncia d’adenosina-5’-trisfosfato i de 1’enzim hexoquinasa, la glucosa i fructosa es fosforilen
(glucosa-6-fosfat 1 fructosa-6-fosfat). Per mediacioé de la fosfoglucoisomerasa, la fructosa-6-fosfat es
transforma glucosa-6-fosfat. Finalment, la glucosa-6-fosfat es oxidada per nicotinamida-adenin-
dinucleotido-fosfat (NADP") mitjangant la glucosa-6-fosfat-deshidrogenasa. La quantitat de NADPH
format durant la reaccid es proporcional a la quantitat de glucosa i fructosa. Es determina la quantitat de
NADPH per I’absorcié a 340 nm.

25 ml del reactiu per determinaci6 de glucosa més fructosa conté:

- 4 ml de R1 (tamp¢ trietanolamina, pH, 7,6; aprox. 2,3 mg/ml de NADPH; aprox. 5,7 mg/ml;
sulfat de magnesi; estabilitzadors). Kit D-glucosa/D-fructosa Boeringher Mannheim.
- 0,1 ml de R2 (200 unitats de hexoquinasa i 100 unitats de glucosa-6-fosfat-isomerasa). Kit D-
glucosa/D-fructosa Boeringher Mannheim.
- 0,1 ml de R3 (490 unitats de fosfoglucosa isomerasa). Kit D-glucosa/D-fructosa Boeringher
Mannheim.
- 2,5 ml de solucié 40 g/l de PVP (polivinilpirrolidona PM 40000, Prolabo).

- 18,5 ml d’aigua destil-lada.

25 ml del reactiu per determinaci6 de glucosa conté:

- 4 ml de R1 (tamp¢ trietanolamina, pH, 7,6; aprox. 2,3 mg/ml de NADPH; aprox. 5,7 mg/ml,;
sulfat de magnesi; estabilitzadors). Kit D-glucosa/D-fructosa Boeringher Mannheim.
- 0,1 ml de R2 (200 unitats de hexoquinasa i 100 unitats de glucosa-6-fosfat-isomerasa). Kit D-
glucosa/D-fructosa Boeringher Mannheim.
- 2,5 ml de solucio6 40 g/l de PVP (polivinilpirrolidona PM 40000, Prolabo).

- 18,6 ml d’aigua destil-lada.

Patr6 de glucosa per determinacié de glucosa més fructosade 0, 1,2,3 14 g/l.
Patr6 de glucosa per determinacié de glucosade 0,0,51, 1,512 g/l.

Procediment:
1) Introduir al robot analitzador el punts de la patr6 i les referéncies de la mostra.
2) Omplir el got corresponent amb el reactiu per determinacié de glucosa més fructosa.
3) Carregar el tambor amb els punts de la patro per la determinaci6 de glucosa més fructosa i les
mostres adientment diluides.
4) Iniciar I’analisi activant el corresponent programa del robot.
5) Repetir el procés canviant el reactiu pel reactiu determinacio de glucosa, aixi com la patro.

Calcul:
L’aparell dona els valors directament. A la primera determinacio presenta les quantitats de glucosa
més fructosa a les mostres. A la segona determinacio es donen els valors de glucosa que al restar-
la a la quantitat de glucosa més fructosa es donen els valors de fructosa.
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3.6 Determinacio de SO, total

imprec

Es segueix en el meétode de Ripper, que es basa en la titulacié del iode. El métode €s una mica
is, 1 s’estima un error pel SO, total de £ 7 mg/l (Zoecklein i col., 2001).
S’utilitza ’aparell Toning de la firma GAB (Moja-Olérdola-Olérdola, Barcelona) que detecta el

viraje en mostres de mostos i vins rosats i negres.

iment:

Proced

Calcul:

1) Ficar la mosca magnética dins del tub de vidre i omplir amb 25 ml de mostra transparent.

2) Afegir 10 ml d’alcali (kit sulfuros GAB), agitar i deixar en repos tapat amb tap goma durant 15
minuts.

3) Passat aquest temps afegir 5 ml d’acid sulftiric 33 % (kit sulfurés GAB i de 1 a 2 ml d’indicador
(solucio midd 1%, kit sulfurés GAB).

4) Ficar el tub a I’aparell. Omplir la bureta amb liquid de valoracié (iodat potassic, N/128, kit
sulfurés GAB).

5) Engegar 1’aparell i comencar a afegir liquid de valoracié una vegada sentit la senyal acustica
d’inici.

6) Acabar de valorar quan I’aparell ho indiqui per senyal acustica.

mg SO, total/l = 10 x volum gastat en valoracio.

3.7 Grau alcoholic per espectrofotometria del infrarroig proper

Es basa en el métode posat a punt per Dumolin i col., 1987. S’utilitza 1’analitzador InfraAlyzer 400

(Technicon, Dublin, Irlanda).

iment:

Proced

1) Calibrar I’aparell amb vins estandards.

2) Filtrar les mostres amb filtres de 0,45 um (Millepore).
3) Eliminar bombolles d’aire de la cél-lula passant mostra.
4) Activar I’analisi.

5) Llegir el valor en percentatge d’alcohol.

3.8 Grau alcoholic per ebullimetria

Es basa en la disminucio del punt d’ebullicié que experimenten les solucions hidroalcoliques a

mesura que augmenta el percentatge d’alcohol (llei de Raoult). S’utilitza I’ebullimetre de la firma GAB
(Moja-Olérdola, Barcelona).

Procediment:

1) Engegar la toma d’aigua corrent pel refrigerador.

2) Omplir amb aigua destil-lada el recipient de I’aparell i engegar 1’escalfador.

3) Prendre nota de la temperatura d’ebullicio.

4) Passar un volum de mostra de vi pel recipient i omplir el recipient amb mostra fins la ratlla
indicativa (uns 50 ml).

5) Repetir el procés realitzat amb [’aigua destil-lada. Anotar la temperatura, quan aquesta
s’estabilitza

6) Ajustar regleta amb la temperatura d’ebullicid de 1’aigua, i interpolar grau alcoholic amb
temperatura d’ebullicié del vi.
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4 ANALITIQUES DE COMPOSTOS NITROGENATS

4.1 Determinacio d’amoni

Per a la determinacié d’amoni en mostos i vins s’utilitza un meétode enzimatic. En preséncia de
I’enzim glutamat-deshidrogenasa i de nicotamina-adenina dinucleotid reduit (NADH), I’amoni reacciona
amb 2-cetoglutarat a L-glutamat, i NADH s’oxida. La quantitat de NADH oxidat (NAD") és proporcional
a la quantitat d’amoni. NADH es determina per 1’absorbancia de llum de 365 nm mitjangant un
espectrofotometre. Per realitzar els analisis s’utilitza kit enzimatic per determinacié d’amoni de la firma
Boehringer Mannheim.

Procediment:
Tractament de la mostra
1) Afegir de 50 a 70 mg de polivinilpolipirrolidona (PVPP) a 1 ml de mostra continguda en un tub
Eppendorf.
2) Agitar durant 1 minut amb un vortex.
3) Centrifugar a 12000 rpm durant 15 minuts. Aix0 permet decolorar la mostra.
4) Diluir 10 vegades els mostos i utilitzar directament els vins.
Procediment del kit
1) Pipetejar dins de cubetes (poliestiré cristal-li, Soria Grenier, S.A., Valdemoro, Madrid) 0,5 ml
de mescla de reacci6 (conté per ml: tampo trietanolamina a pH aprox. de 8,0; 3,7 mg 2-
cetoglutarat; 0,27 mg de NADH; estabilitzadors) tant per blanc com per les diferents mostres.
2) Afegir a les cubetes 0,050 ml de mostra corresponent.
3) Completar fins un volum de 1,5 ml amb aigua bidistil-lada (MilliQ, Millipore).
4) Barrejar per inversié de la cubeta tapant ’obertura amb Parafilm ® (American Can Company,
Greenwich, Ct.,USA). Després de 5 minuts aproximadament a temperatura ambient fer una lectura
d’absorbancia al espectrofotometre (lectura A).
5) Iniciar reacci6 afegint 0,010 ml soluci6 enzimatica (glutamat-deshidrogenasa amb 833 U/ml).
6) Barrejar per inversié de la cubeta tapant 1’obertura amb Parafilm ® (American Can Company,
Greenwich, Ct.,USA). Després de 1’acabament de la reaccié (aproximadament 20 minuts) llegir les
absorbancies de les solucions ( lectura A,).

Calcul:
Es calculen les diferéncies de lectura (A;-A,) tant de la mostra com del blanc. Es resta la
diferéncia del blanc a la diferéncia de la mostra, i a partir d’aquesta diferéncia (AA) i tenint en
compte el coeficient d’extinccié del NADH a 365 nm, els volums, el cami optic, el pes molecular
de I’amoni i el factor de dilucié de la mostra (F), es calcula la concentracié d’amoni a la mostra a
partir d’aquesta formula:

C (g/H)=0,151"-AAF
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4.2 Determinacio d’aminoacids totals

Una molécula de ninhidrina reacciona amb el grup amino del o-aminoacids, I’oxida i allibera
amoni, el qual es condensa amb la ninhidrina reduida (hidridantina) i amb una molécula de ninhidrina per
produir un producte violaci (porpra de Ruhemman). Aquest producte t€¢ un maxim d’absorcié a 570 nm.
Com la ninhidrina també és reactiva amb I’amoni, es realitza, a part de la recta patr6é de glicina, una recta
patré de concentracions conegudes d’amoni, de manera que es pugui extrapolar 1’absorbancia a 570 nm
deguda a I’amoni present a la mostra.

Procediment:
Tractament de la mostra
Diluir la mostra adientment amb aigua MilliQ (Millipore); habitualment 1:4 per mostos i 1:2 per
vins.
Assaig
1) Preparar soluci6é de reaccid: mesclar en una proporcio 1:1 solucid de clorur d’estany [0,08 g de
clorur d’estany en 25 ml de tamp6 citrat (14,7 g/l d’acid citric; 38,2 g/l citrat de sodi; pH 5,0.)] i
solucié de ninhidrina (1 g de ninhidrina en 25 ml glicol etilen monometil éter). Tots els reactius de
la firma Panreac.
2) Preparar rectes patrons: patro de glicina (mg/l): 0; 75; 150; 300; 450; 600; i patré6 d’amoni
(mg/1): 0; 7,7; 15,4; 23,1.
3) A 200 pl de mostra o patrd continguts en un tub Eppendorf, afegir 800 pl de solucié de reaccié.
4) Ficar els tubs Eppendorf, foradats amb una agulla, en bany Maria a 100 °C durant 20 minuts.
5) Refredar i traspassar la mescla de reaccio a una cubeta.
6) Afegir 1 ml de propanol. Llegir a 570 nm al espectrofotometre.

Calcul:
Es calcula I’absorbancia de la mostra que correspon a quantitat d’amoni que conté (determinada
amb el métode 4.1) a partir de la recta patré d’amoni. Aquesta absorbancia es resta a I’absorbancia
obtinguda amb la reaccié de ninhidrina. S’extrapola aquesta absorbancia a la recta patr6 de glicina
per obtenir quantitat d’aminoacids total en mg de glicina per litre.

4.3 Determinacio d’aminoacids individuals

La determinacio i quantificacié d’aminoacids en mostos i vins es realitza per cromatografia liquida
d’alta eficacia (HPLC) mitjangant I’aparell Asted™ System (Gilson Medical Electronics, Inc., Middleton,
WI 53582, USA). L’aparell permet realitzar operacions precolumna ( reaccions de derivatitzacio i dialisi)
de manera automatitzada i incorpora dos detectors de fluorescéncia instal-lats en serie. El metode
cromatografic segueix un sistema de gradient ternari per a resolucié dels aminoacids per fase revers
(Tumell i Cooper, 1982).

Procediment:
Tractament previ de la mostra
1) Diluir most 1:2 amb aigua bidestil-lada (Millipore). Vins no diluir.
2) Filtrar mostres amb filtres 0, 22 pm (Millipore).
Tractament de la mostra amb reactius
1) Preparar quatre solucions de reactius que el sistema mescla de forma automatica amb la mostra.
Tots reactius de Sigma Chemicals Comapany. Reactiu A (patrons interns): 0,4 ml de solucié mare
[10 mM Homocisteina (HCIS); 10 mM Homoserina (HSER); 10 mM Norvalina (NVAL); 50 mM
Tioprolina (TPRO)]; 48 ul de mercaptoetanol (converteix la cistina en cisteina); 200 mg de
tetrafenilborat sodic (elimina interferéncies d’impureses); enrasar amb tampd borat (100 mM, pH
9,5) fins a 10 ml. Reactiu B: 3,5 g d’acid iodoacetic en 50 ml tamp6 borat (100 mM, pH 9,5)
(alquila la cisteina i la converteix en s-carboxy-metil-cisteina, més reactiva a ’OPA que la
cisteina); ajustar el pH a 9,5 amb NaOH 4M. Reactiu C (o-ftaldéhid/ p—mercaptoetanol,
OPA/MCE): 125 mg OPA(reacciona amb les amines primaries (aminoacids) per donar un
fluorofor detectable); 2,5 ml metanol; enrasar a 25 ml amb tampd borat (100 mM, pH 9,5); afegir
250 pl de B-mercaptoetanol (actua com a activador). Reactiu D ( 9-fluorenil-metil cloroformat,
FMOC): 130 mg FMOC (reacciona amb les amines secundaries (iminoacids, prolina,
hidroxiprolina i tioprolina); 10 ml acetona.
2) Situar correctament les ampolletes de reactius a la safata de I’aparell.
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Condicions d’injeccié i dialisis

Volum d’injeccid: 100 pl

Tipus de dialitzador: PCTFE(Kel F), 100 pl.

Tipus de membrana de dialisi: 15 kD de tall molecular.

Solvent de dialisi: aigua amb 0,05 % d’azida sodica.

Columna

150 x 4,6 mm; diametre intern, 5 um; Spherisorb ODS2.

Solvents i gradients

Tots els solvents es desgasifiquen en bany d’ultrasons abans 1’Us.

1) Preparar un litre dels segiients solvents. Tots reactius de Sigma Chemicals Comapany. Solvent
A: 150 ml de fosfat de sodi (250 mM); 200 ml d’acid propionic (250 mM); ajustar el pH a 6,6 amb
NaOH 4 M; afegir, 70 ml d’acetonitril, 30 ml dimetil sulfoxid i 550 ml d’aigua bidestil-lada (Milli-
Q, Millepore). Solvent B: 400 ml d’acetonitril; 330 ml metanol; 70 ml dimetil sulfoxid; 20 ml
d’aigua bidestil-lada (Milli-Q, Millepore). Solvent C: 250 ml de fosfat de sodi (250 mM); 200
d’acid propionic (250 mM); ajustar el pH a 5,5 amb acid propionic concentrat; afegir, 70 ml
d’acetonitril, 30 ml de dimetil sulfosid, 450 ml d’aigua bidestil-lada (Milli-Q, Millepore).

2) Desgasificar els solvents en bany d’ultrasons abans 1’Gs.

Taula Al. Gradient del métode a temperatura ambient (21 — 25 °C)

TEMPS, minuts %A %B %C

0,00 100,00 0,00 0,00
5,00 95,00 5,00 0,00
8,00 0,00 5,00 95,00
10,00 0,00 5,00 95,00
10,20 95,00 5,00 0,00
24,00 80,00 20,00 0,00
32,00 55,00 45,00 0,00
35,00 100,00 0,00 0,00
38,00 100,00 0,00 0,00
40,00 100,00 0,00 0,00
40,00 Fi del proces

Fluxe de solvents
2,5 ml/minut.

Excitacio i deteccio dels OPA/MCE-derivats i FMOC-derivats

Taula A2.
A excitacié (nm) A emissio (nm)
OPA/MCE DERIVATS 230 440
FMOCDERIVATS 265 315
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Figura A2. Aminograma d’un patr6 de 50 mg/l dels aminoacids i iminoacids analitzats. Patrons interns : homocisteina
(Hcys), homoserina (Hser), norvalina (Nval) i tioprolina (Tpro). Asp: aspartic. Glu: glutamic. Cys: cisteina. Asn:
asparagina. Ser: serina. His+Gln: histidina+glutamina. Gly:glicina. Thr: treonina. Cit: citrulina. Arg: arginina. Ala: alanina.
Tau: taurina. Gaba: acid y-aminobutiric. Tyr: tirosina. Aba: acid o—aminobutiric. OH-Pro: hidroxiprolina. Val: valina. Met:
metionina. Trp: triptofan. Phe: fenilalanina. Ile: isoleucina. Pro: prolina. Leu: leucina. Orn: ornitina. Lys: lisina.
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Calcul:
Cada 5 mostres es passa un solucid patr6é de 10 o 50 mg/1 per cada aminoacid. La identificacié dels
pics es realitza comparant I’aminograma de la solucié patrd. Per quantificar el pic d’un aminoacid
de la mostra s’utilitza la segiient formula:

Area pic AA mostra Area pic PI patrd

[AA]= Area pic PI mostra  Area pic AA patrd

- [AA patro]

AA: aminoacid identificat.

[AA]: concentracié aminoacid identificat.
PI: patr6 intern.

[AA patrd]: 10 o 50 mg/1.

4.4 Determinacio de proteina

Per quantificar proteina s’utilitza el métode de microassaig de Bio-Rad, valid per concentracions
de proteina compreses entre 1,25 i 25 pg/ml. L’assaig es basa en el métode de Bradford, 1976, el qual es
mesura la formaci6 dun complex proteina-colorant (Blue de Coomassie G) mesurat
espectrofotométicament a 595 nm.

Procediment:
Tractament mostra
Diluir els mostos i vins blancs 1:10 i fins una dilucié 1:100 per mostos i vins rosats.
Patro
Preparacio d’un patr6 de concentracio (0; 2,5; 5; 12,5; 25 pg/ml) a partir d’una solucié d’albumina
sérica bovina (Sigma) de 1 mg/ml.
Assaig
1) A 0,8 ml de mostra o convenientment diluida o de solucié de la patro afegir 0,2 ml de reactiu
Bio-Rad.
2) Agitar amb vortex i després de 15 minuts realitzar lectura al espectrofotometre a 595 nm.

Calcul:
Fer la recta patr6 i calcular la concentracio de les mostres a partir de la recta.

4.5 Nitrogen facilment assimilable (nitrogen disponible) per als llevats (Valoracio
amb formaldehid)

Permet con¢ixer la quantitat de nitrogen disponible per als llevats. Es basa en el métode de
Sérensen o valoraci6 amb formaldehid. El formaldehid bloqueja el grup amino dels aminoacids 1 aixi
mateix I’amoni. El derivat metilénic format conté un grup carboxil dels aminoacids (I’acid corresponent a
I’amoni) i no grup basic. Aquest fet fa que la funcié acida dissociada pugui se valorada amb una solucio6
d’hidroxid de sodi. La prolina no es valora, aminoacid present en grans quantitat en el most, perd no
metabolitzable en condicions de vinificacio.

Procediment:
1) Afegir a 50 ml de most o vi 100 pl de H,O,. Permet d’eliminar I’interferéncia del SO,.
2) Mesurar el pH amb pHmetre micropH 2002 (Crison), i portar a pH 8-8,1 afegint amb una bureta
NaOH 0,25 M.
3) Una vegada arribat el pH a 8-8,1 afegir 20 ml de formaldéhid de pH 8.
4) Esperar a que s’estabilitzi el pH, i valorar amb NaOH per portar la solucié a pH 8-8,1.

Calcul:

El volum (ml) de NaOH 0,25 M gastats per valorar X 5 = index de formol. index de formol X 14 =
mg N/L
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4.6 Estimacio del nitrogen facilment assimilable (nitrogen disponible) per als
llevats (ND)

Estimacio de la quantitat de nitrogen disponible pels llevats de la mostra.
Procediment:
1) Es converteix les quantitats d’aminoacids i amoni en nitrogen, multiplicant la quantitat
de cada de I’espécies moleculars pel tant per u del nitrogen que contenen.
Taula A3.

Asp Glu Cys Asn Ser His GIn Gly Thr Cit Arg
0,15 0,095 0,16 0,212 0,133 0,271 0,192 0,18 0,118 0,24 0,322
Ala  Tau Aba Tyr Gaba Val Met Trp Phe Ile Leu
0,157 0,112 0,136 0,077 0,136 0,12 0,094 0,137 0,085 0,107 0,107

Orn Lys NH4
0,212 0,192 0,778

2) Es suma el nitrogen que representa els aminoacids a excepcio de la prolina i la
hidroxiprolina, i el nitrogen en forma d’amoni.
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5. ANALITIQUES DE COMPOSTOS SECUNDARIS

5.1 Determinacio d’alcohols superiors

La técnica descrita a continuacié permet quantificar alcohols superiors i amb menys precisio
metanol, acetat d’etil, acetaldehid i acid acetic. S’utilitza cromatografia gasosa per determinar aquest
components en el vi. El cromatograf de gas, Hewlett-Packard 58900 II acoblat a un espectrometre de
masses HP 5972, esta previst de mostrajador.

Procediment
Tractament de la mostra
1) Filtrar el vi amb filtres 0,45 um (Millepore).
2) Afegir 50 pl de solucio patr6 intern ( 100 mg/1 de 4-metil-2-pentanol) a 5 ml de vi filtrat.
Soluci6 patré
1) Preparar una solucié hidroalcoholica de 12 % d’etanol, amb 2000 mg/l de cada alcohol
superior.
2) Ajustar el pH a 3,5 amb acid tartaric.
Injeccié
Tipus “split” de 0,1 pl.
Columna
Capil-lar CP wax 57¢cb (50 m x 0,25 mm, diametre intern, 0,2 um).
Condicions de temperatura
5 minuts a temperatura inicial
3 °C/minut fins a 200 °C.

200 °C durant 20 minuts.
Temperatura injector
220 °C.
Temperatura detector
280 °C.
Gas conductor
Heli.
Temps de retencié
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Figura A3. Cromatograma d’un patro.

Calcul:
Per quantificar el pic d’un compost de la mostra s’utilitza la segiient formula:

Area pic ¢ mostra Area pic PI patrd

[C1=Arca pic PImostra ~~ Areapic C patro’

[ C patro]

C: compost identificat. [C]: concentracié en mg/l del compost identificat. PI: patr6 intern. [C
patr6]: 2000 mg/1.
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5.2 Acids grassos, esters etilics d’acids grassos i acetats d’alcohols superiors

L’analitica d’aquests compostos es porta a terme mitjangant cromatografia gasosa. El cromatograf,
Hwelett-Packard 4890A, esta connectat a un integrador 3393 A també de Hwelett-Packard, equipat d’un
detector de flama ionitzada (Agilent).

Procediment:
Tractament de la mostra i soluci6 patré
Es requereix una extraccio d’aquests compostos abans d’injectar al cromatograf. Es tracta d’igual
manera la mostra que la solucié patrd (solucio hidroalcoholica de pH 3,5 amb 12 d’etanol, 4 g/l
d’acid tartaric i quantitats determinades dels compostos a analitzar).
1) Afegir 100 pl de solucio de patr6 intern (0,92 mg/l de 1-nonanol; 3,22 mg/l d’acid heptanoic;
2,90 mg/1 d’acid heptadecanoic) a 50 ml de vi o de solucio patro.
2) A més, afegir 500 ul d’acid fosforic 33 % i 4 ml d’hexa/éter etilic (1:1) (SDS, Peypin, Franca).
3) Agitar amb una mosca magneética durant 5 minuts a temperatura ambient.
4) Separar la fase organica de la fase aquosa. Guardar la fase organica.
5) Afegir a la fase aquosa 2 ml d’hexad/ éter etilic (1:1) (SDS, Peypin, Franca). Agitar 5 minuts.
6) Tornar a separar la fase organica i addicionar-la amb 1’altra.
7) Repetir el procés una tercer vegada. Addicionar la fase organica amb les altres.
8) Si la fase organica esta emulsionada, centrifugar a baixes velocitats durant 5 minuts.
Condicions d’injeccié
Volum d’injeccio: 2 pl de la fase organica.
Columna
FFAP-HP (30 m x 0,25 mm, diametre intern 0,25 um) (Agilent).
Condicions de temperatura
Passar de 50 °C a 240 °C a 4 °C per minut.
Mantindre a 240 °C durant 15 minuts.
Temperatura del injector i detector
240 °C.
Gas conductor
Heli a Iml/minut.
Temps de retencio:
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Figura A4. Cromatograma d’un patré. 1: butirat d’etil; 2: acetat d’isoamil; 3: hexanoat d’etil; 4:acetat d’hexil; 5: lactat d’etil; 6:
1-hexanol; 7: octanoat d’etil; 8: 2-etil-1-hexanol; 9: decanoat d’etil; 10: 1-nonanol; 11: succinat d’etil; 12: acetat de 2-feniletil; 13:
dodecaonat d’etil; 14: acid hexanoic; 15: 2-fenil etanol; 16: heptanoic; 17: acid octanoic; 18: 4-etil fenol; 19: acid decanoic; 20:
acid dodecanoic; 21: acid tetradecanoic; 22: acid hexadecanoic; 23: acid hexadecenoic; 24: acid heptadecanoic; 25: acid
octadecanoic (acid estearic).

Calcul:
Per quantificar el pic d’un compost de la mostra s’utilitza la segiient formula:

Area pic C mostra Area pic PI patrd

S Area pic P mostra ~ Areapic C patro’

[ C patro]

C: compost identificat. [C]: concentracid en mg/l del compost identificat. PI: patré intern.[C
patrd]: concentracio de patro.

Utilitzar I’area del 1-nonanol (10) per calcular concentracions d’ésters d’acids grassos, 2-fenil
etanol, acetat d’alcohols superiors, lactat d’etil. Heptanoic (16) per acids grassos de 4 carbonis a
14. Heptadecanoic (24) acids grassos de més de 14 carbonis.
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5.3 Determinacio de glicerol

Per a la determinaci6 de glicerol en vins s’utilitza un métode enzimatic. En preséncia de 1’enzim
gliceroquinasa i d’adenosina-5’-trifosfat (ATP), el glicerol es fosforila. La adenosina-5’-difosfat (ADP)
formada i fosfoenolpiruvat (PEP) reaccionen mitjangant I’enzim piruvat quinasa per donar piruvat i ATP.
El piruvat es seguidament reduit a lactat per oxidacié de nicotinamida-adenina dinucleotid (NADH) per
mediaci6 de I’enzim L-lactat deshidrogenasa. La quantitat de NADH oxidat (NAD") és proporcional a la
quantitat de glicerol. La disminuci6 de NADH es determina per 1’absorbancia de llum de 365 nm
mitjangant un espectrofotometre. Per realitzar les analisis s’utilitza kit enzimatic per determinacié de
glicerol de la firma Boehringer Mannheim.

Procediment:
Tractament de la mostra
Diluir 10 vegades els vins.
Procediment del kit
1) Pipetejar dins de cubetes (poliestiré cristal-li, Soria Grenier, S.A., Valdemoro, Madrid) 0,5 ml
de la mescla de reaccio (conté per ml: tamp6 glicilglicina a pH aprox. de 7,4; 0,7 mg NADH; 11
mg d’ATP; 1 mg PEP-CHA; sulfat de magnesi; estabilitzadors) tant per blanc com per les
diferents mostres.
2) Afegir a les cubetes 0,050 ml de mostra corresponent.
3) Afegir 1,0 ml d’aigua bidistil-lada (MilliQ, Millipore) a la cubeta del blanc i 0,950 ml a les
cubetes de mostres.
4) Afegir 0,005 ml de la solucidé enzimatica 1 (piruvat quinasa amb 600 U/ml i L-lactat-
deshidrogenasa amb 550 U/ml).
5) Barrejar per inversié de la cubeta tapant 1’obertura amb Parafilm ® (American Can Company,
Greenwich, Ct.,USA). Després de 5 minuts aproximadament a temperatura ambient fer una lectura
d’absorbancia al espectrofotometre (lectura A).
7) Iniciar reaccio afegint 0,005 ml solucio enzimatica 2 (gliceroquinasa amb 85 U/ml).
8) Barrejar per inversio de la cubeta tapant I’obertura amb Parafilm ® (American Can Company,
Greenwich, Ct.,USA). Després de ’acabament de la reaccié (aproximadament 15 minuts) llegir les
absorbancies de les solucions ( lectura A,).

Calcul:
Es calculen les diferéncies de lectura (A;-A,) tant de la mostra com del blanc. Es resta la
diferéncia del blanc a la diferéncia de la mostra, i a partir d’aquesta diferéncia (AA) i tenint en
compte el coeficient d’extincié del NADH a 365 nm, els volums, el cami optic, el pes molecular
del glicerol i el factor de dilucié de la mostra (F), es calcula la concentracié de glicerol a la mostra
a partir d’aquesta formula:

C (g/)=0,818-AAF
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5.4 Determinacio d’acid succinic

Per a la determinaci6é d’acid succinic en vins s’utilitza un métode enzimatic. En preséncia de
I’enzim succinil-CoA-sintetasa (succinat-tioquinasa), d’inosina-5’-trifosfat (ITP), i coenzim A (CoA),
I’acid succinic es converteix en succinil-CoA amb formacié de inosina-5’-difosfat (IDP) i fosfat
inorganic. IDP reacciona amb fosfoenolpiruvat (PEP) reaccionen mitjangant I’enzim piruvat-quinasa per
donar piruvat i ITP. El piruvat es seguidament rediiit a lactat per oxidacid de nicotinamida-adenina
dinucleotid (NADH) per mediacié de I’enzim L-lactat-deshidrogenasa. La quantitat de NADH oxidat
(NAD") és proporcional a la quantitat d’acid succinic. La disminucié de NADH es determina per
I’absorbancia de llum de 365 nm mitjangant un espectrofotometre. Per realitzar les analisis s’utilitza kit
enzimatic per determinacié d’acid succinic de la firma Boehringer Mannheim.

Procediment:
Tractament de la mostra
Diluir 10 vegades els vins.
Procediment del kit
1) Pipetejar dins de cubetes (poliestiré cristal-li, Soria Grenier, S.A., Valdemoro, Madrid) 0,5 ml
de la mescla de reaccid (conté per ml: tampo glicilglicina a pH aprox. de 8,4; 0,06 mg CoA; 0,05
mg d’ITP; 0,05 mg PEP-CHA; estabilitzadors) escalfada a 37 °C tant per blanc com per a les
diferents mostres.
2) Afegir 0,025 ml de la solucidé enzimatica 1 (Piruvat-quinasa amb 500 U/ml i L-Lactat-
deshidrogenasa amb 460 U/ml ).
3) Afegir a les cubetes 0,050 ml de mostra corresponent.
4) Afegir 1,0 ml d’aigua bidistil-lada (MilliQ, Millipore) a la cubeta del blanc i 0,950 ml a les
cubetes de mostres.
5) Barrejar per inversié de la cubeta tapant 1’obertura amb Parafilm ® (American Can Company,
Greenwich, Ct.,USA). Després de 5 minuts aproximadament a 37 °C fer una lectura d’absorbancia
al espectrofotometre (lectura A;).
6) Iniciar reaccio afegint 0,005 ml solucié enzimatica 2 (Succinil-CoA sintetasa amb 48 U/ml).
7) Barrejar per inversio de la cubeta tapant 1’obertura amb Parafilm ® (American Can Company,
Greenwich, Ct.,USA). Després de 1’acabament de la reaccid (aproximadament 20 minuts a 37 °C)
llegir les absorbancies de les solucions ( lectura A,).

Calcul:

Es calculen les diferéncies de lectura (A;-A,) tant de la mostra com del blanc. Es resta la
diferéncia del blanc a la diferéncia de la mostra, i a partir d’aquesta diferéncia (AA) i tenint en
compte el coeficient d’extincié del NADH a 365 nm, els volums, el cami optic, el pes molecular
d’acid succinic i el factor de diluci6 de la mostra (F), es calcula la concentracio de 1’acid succinic a
la mostra a partir d’aquesta formula:

C (g/l)= 1,066-AAF
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5.5 Acetaldéhid

Per a la determinacié d’acetaldéhid en vins s’utilitza un métode enzimatic. L’acetaldehid s’oxida
de manera quantitativa en preséncia d’aldeéhid deshidrogenasa per la nicotinamida-adenina dinucleotid
(NAD"). NADH format es determina per I’absorbancia de llum de 365 nm mitjangant un
espectrofotometre. Per realitzar les analisis s’utilitza kit enzimatic per determinacié d’acetald¢hid de la
firma Boehringer Mannheim.

Procediment:

Tractament de la mostra

Diluir 10 vegades els vins.

Procediment del kit

1) Pipetejar dins de cubetes (poliestiré cristal-li, Soria Grenier, S.A., Valdemoro, Madrid) 1,5 ml
de la mescla de reaccio (conté per ml tamp6 difosfat de potassi a pH aprox. de 9,5; 0,3 mg de
NAD'; estabilitzadors) tant per blanc com per les diferents mostres.

2) Afegir a les cubetes 0,100 ml de mostra corresponent.

3) Afegir 0,100 ml d’aigua bidistil-lada (MilliQ, Millipore) a la cubeta del blanc.

4) Barrejar per inversié de la cubeta tapant ’obertura amb Parafilm ® (American Can Company,
Greenwich, Ct.,USA). Després de 3 minuts aproximadament fer una lectura d’absorbancia al
espectrofotometre (lectura Ay).

5) Iniciar reaccié afegint 0,025 ml solucié enzimatica (Aldéhid-deshidrogenasa amb 6,7 U/ml).

6) Barrejar per inversio de la cubeta tapant 1’obertura amb Parafilm ® (American Can Company,
Greenwich, Ct.,USA). Després de I’acabament de la reaccid (aproximadament 3 a 5 minuts a
temperatura ambient) llegir les absorbancies de les solucions ( lectura A,).

Calcul:

Es calculen les diferéncies de lectura (A,-A;) tant de la mostra com del blanc. Es resta la
diferéncia del blanc a la diferéncia de la mostra, i a partir d’aquesta diferéncia (AA) i tenint en
compte el coeficient d’extinci6 del NADH a 365 nm, els volums, el cami Optic, el pes molecular
de I’acetaldéhid i el factor de dilucié de la mostra (F), es calcula la concentracié d’acetalde¢hid a la
mostra a partir d’aquesta formula:

C (g/)=0,211-AAF
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5.6 Acid acétic

L’acid acetic es transforma en preséncia de 1’enzim acetil-CoA-sintetasa, adenosina-5’-trifosfat
(ATP), coenzim A (CoA) a acetil-CoA. L’acetil-CoA reacciona amb oxaloacetat per donar citrat
mitjangant 1’enzim citrat sintasa. L’oxaloacetat necessari per que es doni la reaccid anterior prové de
l’oxidacié de L-malat en preséncia de nicotinamida-adenina dinucleotid (NADY) i 1’enzim L-malat
deshidrogenasa. La quantitat de NADH (NAD' rediiit) és proporcional (no lineal) a la quantitat d’acid
acetic. NADH es determina per I’absorbancia de llum de 365 nm mitjancant un espectrofotometre. Per
realitzar les analisis s’utilitza kit enzimatic per determinacidé d’acid acétic de la firma Boehringer
Mannheim.

Procediment:

Tractament de la mostra

Diluir 10 vegades els vins.

Procediment del kit

1) Pipetejar dins de cubetes (poliestiré cristal-li, Soria Grenier, S.A., Valdemoro, Madrid) 0,5 ml
de la mescla de reaccio 1 (conté per ml tamp¢ trietanolamina a pH aprox. de 8,4; 4,2 mg d’acil L-
malic; 2,1 mg clorur de magnesi; estabilitzadors) tant per blanc com per les diferents mostres.

2) Afegir a les cubetes 0,100 ml de mescla de reaccid 2 (conté per ml 25 mg d’ATP; 2,6 mg CoA;
12,3 mg NAD; estabilitzador).

3) Afegir a les cubetes 0,050 ml de mostra corresponent.

4) Afegir 1,0 ml d’aigua bidistil-lada (MilliQ, Millipore) a la cubeta del blanc i 0,950 ml a les
cubetes de mostres.

5) Barrejar per inversio de la cubeta tapant 1’obertura amb Parafilm ® (American Can Company,
Greenwich, Ct.,USA). Després de 3 minuts aproximadament fer una lectura d’absorbancia al
espectrofotometre (lectura Ay).

6) Afegir 0,005 ml soluci6é enzimatica 1(L-malat-deshidrogenasa 2750 U/ml; citrat-sintasa amb
675 U/ml).

7) Barrejar per inversio de la cubeta tapant 1’obertura amb Parafilm ® (American Can Company,
Greenwich, Ct.,USA). Després de I’acabament de la reaccié (aproximadament 3 minuts a
temperatura ambient) llegir les absorbancies de les solucions ( lectura A;).

8) Iniciar reaccio afegint 0,010 ml de soluci6 enzimatica 2 (Acetil-CoA-sintetasa amb 20 U/ml).

9) Barrejar per inversio de la cubeta tapant 1’obertura amb Parafilm ® (American Can Company,
Greenwich, Ct.,USA). Després 10 a 15 minuts llegir les absorbancies de les solucions ( lectura
A)).

Es calculen les diferéncies de lectura (A;-Ayg) 1 (As-Ap) tant de la mostra com del blanc.

Es calcula AA amb la segiient formula:

(AI _AO)zmostra (Al -AO)zblanc
A e A -A mostra L A A Y 4 A -A anc~
Aacld acétic [( 2 0) (AZ'AO)mostm ] [( 2 O)bl (AZ-AO)blanC]

Amb el valor de AA i tenint en compte el coeficient d’extincié del NADH a 365 nm, els volums, el
cami optic, el pes molecular de I’acid acétic i el factor de dilucié de la mostra (F), es calcula la
concentraci6 de 1’acid acétic a la mostra a partir d’aquesta formula:

C (g/)=0,571-AAF
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6. TRACTAMENT DE DADES. ESTADISTICA.
6.1 Analisi de la variancia (ANOVA)

Es realitza ’analisi de la variancia (ANOVA) per determinar diferéncies estadistiques (P<0,05)
de les dades per als diferents factors (multivariant, MANOVA), i determina la incidéncia d’aquests i
possibles interaccions entre ells. Aquest analisi es porta a terme mitjangant el programa informatic
Statistica for Windows 4, 2 (Statsoft, Inc., 1993).

6.2 Analisi d’agrupament jerarquic ascendent (“clusters”)

Aplicat a diferents mostos segons la composicié aminoacidica, consisteix en crear una matriu de
distancies euclidianes (geométriques) per a les concentracions dels diferents aminoacids entre les varietats
de most. La formula aplicada és la segiient:

Distancia(x,y)= { Zi(X-y)iz}m

La regla aplicada per a realitzar els diferents grups €s la segiient: la distancia entre dos grups es
determina per la distancia dels objectes més propers pels diferents grups (regla dels veins més propers o
unions simples), segons Hartigan (1975).

La distancies entre els grups es representen en un diagrama d’arbre.

Tot el tractament es realitzar mitjangant el programa informatic Statistica for Windows 4, 2
(Statsoft, Inc., 1993).

6.3 Analisi de factors. Analisi de components principals

Aquest analisi ens permet reduir el nombre de variables, al reunir en uns poc factors
variablescorrelacionades. L’ analisi es porta a terme mitjangant el programa informatic Statistica for
Windows 4, 2 (Statsoft, Inc., 1993).
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Annex II: Taules d’aminoacids

ANNEX II. TAULES D’AMINOACIDS DELS MOSTOS DE
LA CAMPANYA 1996

Taula A4. Aminoacids dels mostos (mg/l)

Chardonnay Garnatxa  Riesling  Carinyena Pinot Noir

blanca
His n.d. n.d. n.d. 21 40
Arg 437 354 514 244 1203
BASICS Lys 0,8 1,7 1,6 4,0 3,1
Ala 183 30 72 61 233
Val 16 4,1 26 10 35
Leu 12 5,9 28 8,3 37
Ile 9,1 2,2 19 6,5 23
Pro 176 25 18 14 26
Phe 15 7,5 17 43 17
Trp 11 55 19 53 10
Met 22 1,2 5.8 2,3 13
PROTEICS NEUTRES Gly 11 2,1 6,3 5,5 10
Asn n.d. 5,8 5,3 1,7 12
Gln 369 114 264 67 n.d.
Ser 99 16 58 28 82
Thr 83 20 57 22 115
Tyr 22 12 11 5,5 15
Asp 20 13 15 6,4 19
ACIDS Glu 45 40 35 15 112
Orn 2,0 2,6 1,5 1,7 13
NO Cit 7,9 5.4 12 1,6 30
PROTEICS Gaba' 79 29 144 113 160
Aba? 2,5 1,5 n.d. 0,1 1,3
Tau 2,2 1,6 0,1 n.d. 0,6
TOTAL 1625 700 1330 648 2210

'acid y—aminobutiric. > acid a—aminobutiric. n.d.: no detectat.
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Taula AS5. Aminoacids dels mostos suplementats (mg/1).

Annex II: Taules d’aminoacids

Chardonnay Garnatxa Riesling' Carinyena Pinot Noir
(0,2 g/l FDA)  blanca 0,2 g1 0,2 g/1 (0,2 g/1
2 g1 FDA+  FDA+0,2 g/l FDA+0,2 g/l
FDA+3 g/l 0,13 g/l FDK) FDK)
FDK) FDK)
His n.d. n.d. 11/2,7 21 55
Arg 467 398 32/293 228 1352
BASICS Lys 1,5 n.d. 5,2/5,6 1,7 1,6
Ala 194 41 5,7/6,7 58 253
Val 16 6,0 0,6/0,4 10 37
Leu 12 8,5 0,4/1,4 8,0 40
Ile 9,5 33 n.d./n.d. 6,2 24
Pro 181 25 10/12 23 23
Phe 15 9,5 n.d/0,1 4,2 17
Trp 11 7,9 n.d./n.d. 5,1 11
Met 23 1,9 1,3/1,3 1,8 17
PROTEICS NEUTRES Gly 11,5 4,9 1,1/5,5 5,1 12
Asn n.d. 8,1 20/15 1,5 13
Gln 392 132 83/64 67 n.d.
Ser 103 20 1,6/0,6 26 89
Thr 85 23 0,8/1,3 21 124
Tyr 23 15 0,6/1,1 4,9 15
Asp 21 14 2,2/1,4 6,0 21
ACIDS Glu 47 51 14/12 14 117
Orn 2,2 4,5 6,1/7,8 2,7 17
NO Cit 8,2 7,3 n.d./17 2,0 33
PROTEICS Gaba' 85 49 165/141 103 177
Aba’ 2,4 0,8 1,3/1,5 0,1 1,2
Tau 2,1 1,9 4,6/4,1 n.d. 0,1
TOTAL 1712 833 367/596 620 2450

'acid y—aminobutiric. % acid a—aminobutiric. *Correspon a les determinacions mitjanes dels mostos-vins
suplementats al sisé dia des de la inoculacio per les fermentacions a 17 °C ia 13 °C (17 °C/13 °C). n.d.:

no detectat.
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Annex I1I:1dentificacio d’espécies i perfils de soques

ANNEX III. IDENTIFICACIO 1 TIPIFICACIO DE
SOQUES DE LLEVATS COMERCIALS. IDENTIFICACIO
DE LLEVATS NADIUS

M12 3 456 7 89 1011121314 M

23130 pb/ 21226 pb
9416 pb |Z

2327 pb
1584 pb

947 pb
564 pb

Figura AS. Esquerra: fotografia gel d’electroforesi d’amplificats per PCR (1,2,3) mitjancant
encebadors ITS1 i ITS4, i digestions amb enzim de restriccié Haelll d’amplificats (4-14). M: marcador
Ladder (100 pb, GIBCO-BRL). 1, 4-7: Enoferm M2. 2, 8-10: Fermichamp. 3, 11-14: Soca criotolerant.
Tots corresponen als perfils de Saccharomyces cerevisiae. Dreta: RFLP mitocondrial amb enzims de
restriccid, Hinfl. M: marcador de grandaria d’ADN (Markerl[+Marker III, Roche Diagnostics
Corporation). 1-4: Enoferm M2. 5-7: Fermichamp. 8-11: soca criotolerant.

M123456780910112131415 M 12345 6 7 89 101112 1314 1516 M

23130 pb/21226
9416 pb

23130 pb/ 21226 pb
9416 p

5148 pb/ 4973 pb
4361 pb/4268 pb
2027 pb

2027 pb

Figura A6. Esquerra: Perfils de la soca comercial AWRI-350. M: marcador de grandaria d’ADN
(MarkerII+Marker III, Boehringer Mannheim). 1-6: colonies de LSA rehidrades. 7-15 colonies aillades
de mostres a final de fermentacid. Dreta: Perfil de colonies aillades a final de fermentaci6, que
corresponen a les soques inoculades. 1-9: Enoferm M2. 10-16: Fermichamp.

M1 2 3 4 5 6 78 910 11 12

Figura A7. Esquerra: Amplificats per PCR mitjancant encebadors ITS1 i ITS4 a partir de colonies de
llevats aillades del most de Carinyena 98. Dreta: Digestions dels amplificats 6, 7, 8,19 amb els segiients
enzims de restriccio: Hinfl, Haelll i Cfol. La grandaria dels amplificats i les bandes resultant de les
digestions es comparen a les obtingudes amb la col-leccio de llevats tipus de la CECT (Coleccion
Espaiiola de Cultivos Tipos, Valéncia, Espanya). Aixi, les colonies 6 i 8 corresponen a Hanseniospora
uvarum, colonia 9 a Candida stellata, i 7 no es pot identificar.
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